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RESUMO

Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (ERC) sdo uma ameaca atual a
saude global. ERCs produtoras de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) sédo
mundialmente disseminadas e responsaveis por diversos surtos. Infeccdes por estas
bactérias estdo associadas a elevados indices de morbidade e mortalidade (podendo
chegar a 80% nos casos de bacteremias), aumentando significativamente o tempo de
hospitalizacéo e os custos com cuidados médicos. Nesse contexto, a implementacao
da terapia adequada o mais breve possivel contribui, sobremaneira, para um melhor
desfecho do paciente. Sendo assim, métodos rapidos para deteccdo de ERCs séo
cada vez mais necessarios. A espectrometria de massa de avaliacdo do “tempo de
voo” de moléculas proteicas pos-dessorcaol/ionizacdo a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF MS) tem sido uma ferramenta adequada para a microbiologia clinica. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagdo do MALDI-TOF MS para a determinacao
de resisténcia aos carbapenémicos, através da deteccdo da hidrélise de
carbapenémicos (a partir de frascos de hemoculturas positivas) e da deteccao da KPC
(a partir de coldnias isoladas e diretamente de frascos de hemoculturas positivas). No
ensaio de hidrolise foram avaliados 100 isolados (81 carreando genes de
carbapenemases), obtendo sensibilidade de 84,6% e especificidade de 89,5%, com
uma variacao significativa de acordo com o tipo da enzima: 97,9% de sensibilidade
em isolados blakec-positivos; 58,8%, para blanom-1 € 60,0%, para blaoxa-s-ike. Para a
deteccdo da KPC, foram avaliados 300 isolados (157 blakpc-positivos) crescidos em
meio de cultura solido e foi estabelecido um ponto de corte para intensidade do pico
da enzima (=120 [u.a.]), com sensibilidade de 98,09% e especificidade de 97,90%.
Para as hemoculturas, foram avaliados 102 isolados (59 blaxpc-positivos), com
sensibilidade e especificidade de 94,9% e 95,3%, respectivamente, utilizando o
mesmo valor de ponto de corte. Uma categoria intermediaria (115 a 125 [u.a]) foi
proposta para obter resultados mais confiaveis e reprodutiveis. Portanto, conclui-se
que a deteccdo da hidrélise do carbapenémico direto de frascos de hemoculturas
positivas através do MALDI-TOF MS, e a detecc¢éo do pico de KPC, sdo metodologias
viaveis e rpidas para otimizacdo do tratamento antimicrobiano e de estratégias de

stewardship.

Palavras-chave: Enterobacterales, carbapenemases, hemoculturas, KPC, MALDI-
TOF MS.






ABSTRACT

Carbapenem-resistant Enterobacterales (CRE) are an urgent threat to global health.
Among them, CRE producing Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) are
disseminated worldwide and responsible for several clinical outbreaks. Infections
caused by these bacteria are associated with high morbidity and mortality (up to 80%
in cases of bacteremia), increasing hospitalization time and costs. In this context, the
implementation of an appropriate therapy as soon as possible contributes to a better
patient outcome. Therefore, rapid methods to detect CREs are even more necessary.
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS) proved to be a suitable tool for clinical microbiology. The objective of this
work was to evaluate the use of MALDI-TOF MS to detect carbapenem resistance,
through the detection of carbapenem hydrolysis (from positive blood culture bottles)
and the detection of KPC (from colonies grown in solid culture medium and directly
from positive blood culture bottles). In the hydrolysis assay, 100 isolates were
evaluated (81 carrying carbapenemase genes); sensitivity of 84.6% and specificity of
89.5% were observed, with a significant variation according to the enzyme type: 97.9%
of sensitivity in blakpc-positive isolates; 58.8% for blanom-1 and 60.0% for blaoxa-as-iike.
For the detection of the KPC, 300 isolates (157 blakrc-positives) grown in solid culture
medium were evaluated and a cut-off point was established for the peak intensity of
the enzyme (2120 a.u.), with a sensitivity of 98.09% and specificity of 97.90%. For
blood cultures, 102 isolates (59 blakpc-positives) were evaluated, with sensitivity and
specificity of 94.9% and 95.3%, respectively, using the same cut-off value. An
intermediate category was proposed to obtain more reliable and reproducible results.
Therefore, in conclusion, the detection of carbapenem hydrolysis directly from positive
blood culture bottles using MALDI-TOF MS, and the detection of KPC peak, are
practicable and rapid methods for optimizing antimicrobial treatment and stewardship.

Keywords: Enterobacterales, carbapenemases, bloodculture, KPC, MALDI-TOF MS.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos se tornou, nas ultimas décadas,
uma das maiores ameacas globais a saude humana, devido a emergéncia e
disseminacgdo de bactérias multirresistentes para as quais as op¢oes terapéuticas sao
minimas e/ou subdtimas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Ao mesmo
tempo, a velocidade de ocorréncia de novos fenodtipos de resisténcia aos
antimicrobianos ultrapassou a velocidade de desenvolvimento e disponibilidade de
novos agentes antimicrobianos na pratica clinica, reiterando a magnitude do problema
(DORTET et al., 2018; THEURETZBACHER et al., 2019).

Nesse contexto, Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (ERC) séao
apontadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pelo Centro de Controle e
Prevencéo de Doencas (“Centers for Diseases Control and Prevention” - CDC) como
um dos principais desafios, necessitando pesquisa e desenvolvimento de novas
opcOes terapéuticas urgentemente (LODISE et al., 2019; PEREZ; BONOMO, 2019;
SABINO et al., 2019; VILLEGAS et al., 2019). Infec¢cBes por estas bactérias estao
associadas a alguns fatores de risco, tais como: internacdo em unidade de terapia
intensiva (UTI), tempo prolongado de internacdo, presenca de comorbidades, uso
prévio de antimicrobianos, alta pressdo de colonizagdo e uso prolongado de
dispositivos invasivos. Tais fatores contribuem para altos indices de morbidade e
mortalidade, aumentando significativamente o tempo de hospitalizacdo e os custos
com cuidados médicos (LODISE et al., 2019; OKAMOTO et al., 2017; PALACIOS-
BAENA et al., 2021; PEREZ; BONOMO, 2019; SABINO et al., 2019; VILLEGAS et al.,
2019; YI; KIM, 2021). Além disso, infec¢cdes da corrente sanguinea por ERC estéo
associadas a um aumento de 75% na probabilidade de mortalidade intra-hospitalar
(PEREZ; BONOMO, 2019; STEWARDSON et al., 2019).

O principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos nessas bactérias &
a producao de enzimas carbapenemases, que estdo alocadas nas classes A, B e D
de Ambler. A producdo de carbapenemases da classe A € 0o mecanismo mais
importante em muitas regides do mundo, sendo a KPC (Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase) a enzima mais relevante desta classe (BUSH; BRADFORD, 2020;
HANSEN, 2021; HUSSEIN et al., 2022; LOGAN; WEINSTEIN, 2017a; SAWA,
KOOGUCHI; MORIYAMA, 2020). Como os genes que codificam as carbapenemases
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podem se disseminar em um padréo clonal ou por transferéncia horizontal, a deteccao
rapida e precisa de ERC é fundamental, ndo apenas para otimizar estratégias
terapéuticas, mas também para fins de controle de infec¢ao (LEE et al., 2016; LODISE
et al., 2019; PORRECA; SULLIVAN; GALLAGHER, 2018).

Nesse contexto, ja esta bem estabelecido que a implementacédo precoce da
terapia adequada impacta diretamente na mortalidade do paciente (LIU et al., 2017;
LODISE et al., 2019; NAUCLER et al., 2021; SHERWIN et al., 2017; TIMSIT; PAIVA;
BASSETTI, 2016). Como a frequéncia de ocorréncia de infeccdes por ERC é cada vez
maior, iniciar um tratamento efetivo depende, cada vez mais, dos resultados da
deteccdo da suscetibilidade aos antimicrobianos pelo laboratério de microbiologia
clinica (LEE et al., 2022, 2022; LODISE et al.,, 2019; NAUCLER et al., 2021),
principalmente no contexto das novas combinacgdes de B-lactamicos e inibidores da
B-lactamase (BRADLEY; LEE, 2019; FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2015;
HO et al., 2019; NATIONAL HEALTH SURVEILLANCE AGENCY, 2018; POGUE;
BONOMO; KAYE, 2019; VILLEGAS et al., 2019). Sendo assim, a otimizacdo, e
aceleracdo, dos procedimentos diagndsticos € claramente necessaria, visando
otimizar o desfecho clinico do paciente e controlar a disseminacdo de ERC, além de
otimizar as estratégias de stewardship (NAUCLER et al., 2021; RICE, 2018; TARIQ;
RASOOL, 2016).

Para tanto, nenhuma metodologia proposta recentemente teve tanto impacto
na microbiologia clinica como a espectrometria de massas, através do MALDI-TOF
MS (“Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry”)
(LA SCOLA; RAOULT, 2009; YOON; JEONG, 2021; ZABBE et al., 2015). De fato, a
incorporacao do MALDI-TOF MS tem sido um dos mais significativos avangos na
microbiologia clinica moderna, e esta sendo cada vez mais utilizado por laboratorios
de média e alta complexidade. Essa técnica provou ser uma ferramenta acurada para
a rapida identificacéo bacteriana (OVIANO; BOU, 2018; SANDALAKIS et al., 2017).
Apesar de o investimento inicial ser elevado, os custos operacionais do equipamento
séo baixissimos (US$1,00-2,00 por amostra) (LEE et al., 2022; TAMMA; SIMNER,

2018), o que &, claramente, uma de suas vantagens.

Além da identificacdo dos microrganismos, outras aplicabilidades na
microbiologia clinica tém sido estudadas para essa metodologia como, por exemplo,

a deteccdo de suscetibilidade e/ou de mecanismos de resisténcia aos
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antimicrobianos. Algumas abordagens ja foram propostas e demonstraram bons
resultados, mas ainda requerem uma avaliacdo mais ampla e sistematica. A primeira
€ 0 ensaio de hidrdlise, que exige um curto tempo de incubacao (2-4h) e estd baseado
na deteccdo da capacidade hidrolitica da carbapenemase (AKYAR; KAYA AYAS;
KARATUNA, 2019; KAWAMOTO et al., 2018, 2019; LEE et al., 2022; TSUCHIDA;
UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).

Além dessa abordagem, alguns autores demonstraram ser possivel
caracterizar o pico que se refere, diretamente, a molécula da enzima, pela analise do
perfil proteico gerado pelo MALDI-TOF MS (ESPINOSA et al., 2018; FIGUEROA-
ESPINOSA et al., 2019; PAPAGIANNITSIS et al., 2014; YOON et al., 2020). Figueroa-
Espinosa e colaboradores (2019) desenvolveram um protocolo para a deteccéo de
carbapenemases do tipo KPC-2, obtendo resultados satisfatérios, embora com um
namero limitado de isolados. Além disso, os autores também propuseram a deteccao
do pico referente a KPC-2 diretamente de frascos de hemocultura de pacientes com
suspeita de bacteremia.

Mais recentemente, Yoon e colaboradores (2020) determinaram a massa
molecular exata da proteina KPC-2 (28718 Da) e o intervalo de massa que se
encontram as diferentes variantes de KPC (28708-28728 Da). Em ambos estudos
para deteccdo da enzima KPC (FIGUEROA-ESPINOSA et al., 2019; YOON et al.,
2020), foi necessario menos de 1h para a deteccdo da presenca da carbapenemase

em comparacao a, pelo menos, 24h exigidas pelas técnicas baseadas em cultura.

Ao considerar as ERC, o impacto clinico do uso dessa metodologia reveste-se
de particular importancia, sendo ela capaz de reduzir a mortalidade do paciente e a
disseminacédo de bactérias multirresistentes, ja que terapias efetivas e medidas de
controle de infeccdo adequadas poderdo ser implementadas de forma mais rapida e
assertiva. A partir do exposto, fica evidente a importancia do MALDI-TOF MS na

microbiologia clinica atual.






2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a utilizacdo do MALDI-TOF, através de diferentes ensaios, para a deteccao de

resisténcia aos carbapenémicos.

2.2 Objetivos especificos
(@) Avaliar a performance do MALDI-TOF na deteccéo da hidrélise de carbapenémicos
diretamente de frascos de hemoculturas;

(b) Avaliar a capacidade do MALDI-TOF de detectar a enzima KPC em bactérias

crescidas em meio de cultura sélido;

(c) Avaliar a capacidade do MALDI-TOF de detectar a enzima KPC diretamente de

frascos de hemoculturas.

3 REVISAO DO TEMA

3.1 Ordem Enterobacterales

A ordem Enterobaterales, pertencente a classe Gammaproteobacteria, €
composta por bacilos Gram-negativos (BGN), anaerdbios facultativos e néo
formadores de esporos. E composta por 60 géneros, sendo a maioria (mais de 250

espécies) pertencentes a familia Enterobacteriaceae (ADEOLU et al., 2016).

A diversidade bioquimica dentro da ordem Enterobacterales torna a
classificacéo fenotipica em subgrupos dificil (BRENNER et al., 2005; OCTAVIA; LAN,
2014). O entendimento acerca da filogenia e da inter-relagdo dos membros dessa
ordem, até pouco tempo, era primariamente baseado na diversidade do gene 16S
rRNA. Contudo, este gene possui um baixo poder discriminatério para esse grupo e
as arvores filogenéticas baseadas nele ndo proporcionavam uma boa resolucédo
(OCTAVIA; LAN, 2014).

Com o aumento do uso das tecnologias de sequenciamento de genoma
completo, houve um crescimento significativo no volume de dados de genomas
sequenciados disponiveis publicamente. Atualmente, existem 9.623 genomas
completos de organismos da ordem Enterobacterales disponiveis no banco de dados
de genomas do NCBI (“National Center for Biotechnology Information”, acesso em

06/10/2022). A disponibilidade dessas sequéncias proporcionam estudos mais
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robustos e confiaveis de reconstrucdo de arvores filogenéticas, baseadas em varias
proteinas ribossomais e proteinas MLSA (multiple gene/protein-based multilocus
sequence analysis) para identificar caracteristicas moleculares conservadas que
pudessem ser usadas para determinar as inter-relacdes dentro da ordem (ADEOLU et
al., 2016; JANDA; ABBOTT, 2021).

Considerando essas novas arvores filogenéticas, foi proposta a divisdo da
ordem Enterobacterales em 7 novas familias. Estas familias sdo: Enterobacteriaceae,
Erwiniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae e
Budviciaceae (ADEOLU et al., 2016; JANDA; ABBOTT, 2021; NATIONAL CENTER
FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2022). Os principais géneros e espécies de
importancia clinica sao: Citrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia coli,
Klebsiella spp., Morganella morganii, Proteus mirabilis, Salmonella enterica, Serratia
marcescens e Shigella spp. (MURRAY et al., 2010).
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3.2 Epidemiologia

As bactérias da ordem Enterobacterales sdo microrganismos ubiquitarios,
encontrados em todo o mundo, no solo, na 4gua e na vegetagcdo. A maioria destes
microrganismos tem um comportamento comensal, sendo membros da microbiota
normal de homens e animais, mas que podem causar infec¢cdes oportunistas nos
seres humanos. Eventualmente, tais microrganismos se tornam patogénicos pela
presenca de fatores de viruléncia ou por adquirirem genes que codificam fatores de
viruléncia localizados em plasmideos, bacteriéfagos ou ilhas de patogenicidade.
InfeccBes causadas por esse grupo de bactérias podem se originar de um reservatorio
animal, de um carreador humano ou por meio de transmissdo enddgena, podendo
envolver todos os sitios do corpo (MURRAY et al., 2010). Elas causam uma variedade
de doencas em humanos, como infec¢bes do trato urinédrio (ITU), respiratorio,

infeccdes intestinais e bacteremias.

Um estudo feito no Brasil, entre os anos de 2012 e 2017, demonstrou que as
Enterobacterales sao responsaveis por cerca de 47,7% das infeccdes intra-
hospitalares, sendo, E. coli (20,7%), K. pneumoniae (20,7%) e Enterobacter spp.
(16,1%), os patdgenos mais notificados em infeccdes cirdrgicas. As ITU sdo causadas
em sua maioria por E. coli (33,3%) e K. pneumoniae (30,8%), enquanto nas infec¢des
respiratérias, K. pneumoniae compde 24,9% dos casos, seguida de bactérias gram-
negativas nao-fermentadoras. Por ultimo, cabe destacar as infec¢cdes da corrente
sanguinea, onde 32,1% tém participacao de K. pneumoniae, seguida por Enterobacter
spp. (14,5%) e outras Enterobacterales (14,5%) (DIAS et al., 2021).

3.3 Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos

Os carbapenémicos sdo antimicrobianos da classe dos [-lactamicos
amplamente utilizados no mundo todo. Atuam como agentes bactericidas, inibindo a
sintese da parede celular bacteriana através da ligacdo as proteinas ligadoras de
penicilina (“Penicillin-binding proteins” - PBPs) (MURRAY et al., 2010).

Por décadas, os carbapenémicos permaneceram ativos no tratamento de
infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas e se mantiveram frequentemente
utilizados como terapia empirica em pacientes com infec¢bes graves causadas por
esses microrganismos. Isso porque, diferente de outros antimicrobianos da classe, os
carbapenémicos sdo capazes de manter a eficacia no cenario de resisténcia as

penicilinas (naturais e sintéticas) e as cefalosporinas, em consequéncia do nucleo [3-
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lactamico Unico que os torna resistentes a hidrolise ou leva a uma hidrélise lenta por

muitos tipos de enzimas B-lactamases (HANSEN, 2021).

No entanto, a eficicia dessa terapia antimicrobiana tem sido desafiada nas
Ultimas décadas pela emergéncia e disseminacao da resisténcia aos carbapenémicos.
Essa resisténcia esta associada a dois mecanismos: (i) aquisicdo de genes que
codificam carbapenemases, ou (ii) diminuicdo da captacdo de antibiéticos por uma
deficiéncia qualitativa e/ou quantitativa da expressao de porinas em associagdo com
a superexpressdao de [B-lactamases que possuem afinidade muito fraca para
carbapenémicos (LOGAN; WEINSTEIN, 2017b; NORDMANN; DORTET,; POIREL,
2012). Sem duavidas, o principal mecanismo, tanto do ponto de vista clinico quanto de
saude publica, € a producdo de enzimas carbapenemases (BRINK, 2019; HANSEN,
2021; NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012), pela facilidade de disseminacdo dos
seus genes codificadores, através da transferéncia horizontal de elementos genéticos
moveis. Dessa forma, tais enzimas estdo se tornando mais frequentes nas ultimas
décadas, especialmente, em instituices de cuidados com a saude, mas também no
ambiente comunitario (JEAN; HARNOD; HSUEH, 2022; KELLY; MATHEMA;
LARSON, 2017).

De fato, 0 aumento da prevaléncia de ERC pode ser observada no mundo todo
(CASTANHEIRA et al., 2019; HANSEN, 2021; MURRAY et al., 2022). Na América do
Norte, por exemplo, houve um aumento de 1,7% para 5,1% de 2004 a 2005, com um
constante aumento nos anos subsequentes (Figura 1). Entre os paises europeus, 0
aumento na prevaléncia de ERC foi mais um pouco mais tardio, mas ndo menos
relevante. Para Asia-Pacifico e América Latina, taxas de ERC acima de 5% foram
observadas ap6s 2008 e 2010, respectivamente (Figura 1), e continuaram a aumentar
desde entdo (CASTANHEIRA et al., 2019).

Além disso, nos ultimos anos, houve um impacto da pandemia de COVID-19
nas infecgcbes associadas a bactérias multidroga-resistentes (MDR). Um estudo
observacional retrospectivo feito no Brasil comparou a incidéncia de infeccdes
causadas por bactérias MDR pré-COVID (2017-2019) e durante a pandemia de
COVID-19 (2020) em pacientes hospitalizados e em UTIs. Eles identificaram um
aumento de 23% em infec¢Bes causadas por bactérias MDR, incluindo ERCs (POLLY
et al., 2022).
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Figura 1: Tendéncias de isolamento de Enterobacterales resistentes aos
carbapenémicos ao longo dos anos por regido. CRE — “Carbapenem Resistant
Enterobacterales”. Obtido de Castanheira e colaboradores (2019).

Nos casos de bacteremias causadas por ERCs, as infec¢cdes foram associadas
a um aumento de 75% na probabilidade de mortalidade intra-hospitalar, uma
diminuicdo de quase 40% na probabilidade de receber alta com vida e um aumento
no tempo de internacdo em cerca de 3 dias (PEREZ; BONOMO, 2019;
STEWARDSON et al., 2019).

3.3.1 Carbapenemases

A classificacdo das carbapenemases (Tabela 1), assim como as demais -
lactamases, baseia-se nas caracteristicas funcionais das enzimas (BUSH; JACOBY,
2010) ou na sua estrutura primaria (AMBLER, 1980). A classificacdo fundamentada
na estrutura primaria, proposta por Ambler, é a mais utilizada. Esta € baseada em
sequéncias de aminoacidos, enquadrando as carbapenemases em 3 classes: A, B e
D (AMBLER, 1980).

Por outro lado, o esquema de classificagao funcional leva em consideracdo os
perfis de substrato e inibidores das enzimas, na tentativa de agrupa-las de maneira
gue possam ser correlacionadas com seu fendtipo em isolados clinicos. Os
agrupamentos principais geralmente se correlacionam com a classificagdo molecular
mais ampla, tendo varios novos subgrupos descritos, com base em atributos
especificos de enzimas individuais (BUSH; JACOBY, 2010).
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Tabela 1: Classificacdo das principais enzimas carbapenemases em
Enterobacterales. Adaptado de Bush & Bradford (2020) e Hansen (2021).

Classe de Grupo de Enzima Principais
Ambler Bush Jacob representantes
Serino carbapenemase KPC

3a Metalo B-lactamase IMP, NDM, VIM
D 2df OXA carbapenemase OXA-48
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3.3.2 Classe A

As carbapenemases da classe A de Ambler hidrolisam uma ampla variedade
de B-lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e aztreonam,
por um mecanismo hidrolitico envolvendo um sitio ativo que contém o aminoacido
serina na posicéo 70 (AMBLER et al., 1991; QUEENAN; BUSH, 2007). Essas enzimas
sao codificadas por genes plasmidiais e sdo clinicamente relevantes, pela associacéo
a valores elevados de concentracdo inibitéria minima (CIM) de carbapenémicos.
Também, tém grande relevancia epidemiolégica, uma vez que oS genes que as
codificam apresentam alto potencial de disseminacdo (BUSH; BRADFORD, 2020;
HUSSEIN et al., 2022; QUEENAN; BUSH, 2007).

As enzimas KPC sdo as mais importantes da classe, sendo codificadas por
muitos membros da ordem Enterobacterales (BUSH, 2018; QUEENAN; BUSH, 2007)
e sdo eficientemente inibidas pelos novos inibidores de pB-lactamases, como
avibactam, relebactam e vaborbactam (CARPENTER et al., 2019; HACKEL et al.,
2018; KAZMIERCZAK et al., 2016a). No entanto, isolados que carreiam mutantes do
gene blakrc podem se tornar resistentes a ceftazidima-avibactam, por exemplo
(MOREIRA; CAIERAO, 2021; WANG et al., 2020).

A KPC foi detectada pela primeira vez em 1996, em um isolado de K.
pneumoniae recuperado de um paciente na Carolina do Norte (YIGIT et al., 2001).
Subsequentemente, em 1998, a enzima foi identificada em Maryland, em um isolado
de Salmonella enterica sorotipo Cubana (MIRIAGOU et al.,, 2003); em quatro
pacientes em um hospital de Baltimore (SMITH MOLAND, 2003); e em uma Klebsiella
oxytoca, em Nova lorque (YIGIT et al.,, 2003). Ja, o primeiro surto envolvendo
microrganismos produtores de KPC ocorreu na cidade de Nova lorque, entre 2000 e
2001. Foram 14 pacientes infectados, dos quais oito foram a Obito pela infeccéo
(WOODFORD et al., 2004). Na mesma época, alguns hospitais da cidade relataram
gue quase metade de seus isolados de K. pneumoniae carreavam genes blakpc
(ABDALLAH et al., 2016). De acordo com o CDC, a partir do ano de 2010, quase todos
os estados dos Estados Unidos ja haviam relatado casos de organismos produtores
de KPC (SIEVERT et al., 2013).

Fora dos Estados Unidos, a producao de KPC foi detectada em um paciente
internado em um hospital de Paris, em fevereiro de 2005, por retencdo aguda de urina,

do qual foi recuperada uma K. pneumoniae carreando o gene blakec em culturas de
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urina e sangue (NAAS et al., 2005). Cabe salientar que o paciente havia realizado um
procedimento cirdrgico em dezembro de 2004 em um hospital da cidade de Nova

lorque.

Subsequentemente, as KPCs se disseminaram rapidamente por todo o mundo
e foram detectadas em praticamente todas as Enterobacterales clinicamente
relevantes (MUNOZ-PRICE et al., 2013). No Brasil, a primeira descricdo de KPC
envolveu a identificacdo de quatro K. pneumoniae produtoras de KPC, isoladas em
uma UTI em 2006 (MONTEIRO et al., 2009). Um estudo posterior revelou que a
maioria dos isolados KPC-positivos do Brasil eram KPC-2 do clone ST437, uma
variante de locus Unico da ST258/CC258 (ANDRADE et al., 2011; NICOLETTI et al.,
2012; SEKI et al., 2011).

Os genes que codificam as KPCs estédo localizados em elementos genéticos
moveis, como transposons (por exemplo, Tn4401b), que podem ser transferidos por
plasmideos de diferentes familias de incompatibilidade (IncFll, IncL/M e IncN, por
exemplo) (BUSH; BRADFORD, 2020; DRAWZ; BONOMO, 2010). Cabe salientar que
microrganismos que expressam genes que codificam KPC sdo frequentemente
resistentes a outras classes de antibiéticos, como quinolonas e aminoglicosideos, por
exemplo, culminando, assim, em um fenétipo de multirresisténcia (LOGAN;
WEINSTEIN, 2017a; PORRECA; SULLIVAN; GALLAGHER, 2018).

A ocorréncia frequente de isolados produtores de KPC deve-se, principalmente,
a disseminacéo clonal, especialmente de K. pneumoniae pertencentes ao complexo
clonal 258 (CC258), clone mundialmente disseminado. Em uma pesquisa envolvendo
K. pneumoniae produtoras de KPC coletadas globalmente em 2012, foi observado que
290 (55,6%) de 522 isolados, de 19 paises, pertenciam ao CC258 (PEIRANO et al.,
2017). Esses isolados foram divididos em dois clados. O clado | da ST258 foi mais
frequentemente associado a blakec-2, enquanto o clado Il foi mais frequentemente
associado a blakrc-3 (PEIRANO et al., 2017).

Até o momento, existem 126 variantes dessa enzima (Beta-Lactamase
DataBase, BLDB, acesso em 27/08/2022), sendo as variantes KPC-2 e KPC-3 as mais
prevalentes (GARCIA-BETANCUR et al., 2021; KAZMIERCZAK et al., 2016a;
MUNOZ-PRICE et al., 2013; VAN DUIN; DOI, 2017).
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3.3.3 Classe B

As enzimas da classe B, também conhecidas como metalo-B-lactamases
(MBL), requerem um ion metalico bivalente, geralmente zinco, para hidrélise de B-
lactamicos. S&o capazes de hidrolisar efetivamente todos os antimicrobianos dessa
classe, exceto aztreonam, e ndo sao inibidas por inibidores da [-lactamases
comercialmente disponiveis (acido clavulanico, tazobactam, avibactam, vaborbactam
e relebactam). Devido a dependéncia dos ions Zn?*, a catdlise é inibida na presenga
de agentes quelantes de metais como o acido etilenodiamino tetra acético (EDTA)
(QUEENAN; BUSH, 2007; WALSH et al., 2005).

As primeiras MBLs detectadas e estudadas foram enzimas cromossomicas
presentes em bactérias oportunistas, tais como Bacillus cereus (KUWABARA,
ABRAHAM, 1967; LIM; PENE; SHAW, 1988), Aeromonas spp. (IACONIS; SANDERS,
1990) e Stenotrophomonas maltophilia (SAINO et al., 1982). Sdo normalmente
isoladas em BGN nao-fermentadores da glicose, incluindo P. aeruginosa e
Acinetobacter spp. Entretanto, atualmente, estdo cada vez mais associados a
membros da ordem Enterobacterales (ACMAN et al., 2022; BONOMO et al., 2018;
KHAN; MARYAM; ZARRILLI, 2017; LOGAN; WEINSTEIN, 2017b; PATEL; BONOMO,
2013).

Um estudo de vigilancia incluindo isolados bacterianos coletados em 40 paises,
de 2012 a 2014, mostrou que as enzimas do tipo NDM (“New Delhi Metallo-B-
lactamase”) representaram 44,2% de todas as Enterobacterales produtoras de MBL
coletadas (KAZMIERCZAK et al., 2016b). Atualmente, a mais frequente e preocupante
€ a NDM-1, descrita pela primeira vez em 2009, em um isolado de K. pneumoniae
recuperado de um paciente na Suécia que ja havia sido internado em dois hospitais
diferentes na india (YONG et al., 2009).

No Brasil, a NDM-1 foi descrita pela primeira vez em 2013, em Providencia
rettgeri (CARVALHO-ASSEF et al., 2013) e Enterobacter hormaechei (CARVALHO-
ASSEF et al., 2014), recuperados de pacientes internados em um mesmo hospital.
Entretanto, foi relatado a ocorréncia do gene blanom-1 em Acinetobacter pittii, anterior
a essas primeiras descri¢cdes. Sendo este isolado recuperado em 2012 de um paciente
sem historico de viagens nacionais ou internacionais, ou transferéncia de outro
hospital (DEGLMANN et al., 2019). Desde entéo, foram relatadas esporadicamente

em diferentes regides do pais e em prevaléncia relativamente muito baixa (DA SILVA



30

et al., 2019). Entretanto, um aumento consistente e constante na frequéncia de NDM
entre ERC tem sido relatado em algumas regifes do Brasil (ANVISA, 2022; WINK et
al., 2021), bem como em outros paises (ACMAN et al.,, 2022; KHAN; MARYAM,;
ZARRILLI, 2017).
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3.3.4 Classe D

As B-lactamases da classe D, também conhecidas como oxacilinases (OXA),
compreendem um grupo bastante heterogéneo de enzimas (POIREL; NAAS;
NORDMANN, 2010). Dentro da familia OXA, apenas uma pequena fracdo tem um
papel funcional como carbapenemase, como por exemplo, a cada vez mais

prevalente, OXA-48 e suas variantes relacionadas (MAIRI et al., 2018).

As OXA carbapenemases geralmente tém atividade hidrolitica contra
penicilinas e carbapenémicos de amplo espectro e sdo pouco inibidas por inibidores
de B-lactamase, exceto pelo avibactam (BUSH, 2018; EHMANN et al., 2013; HAIDAR
et al., 2017; LOMOVSKAYA et al., 2017). Particularmente, a OXA-48 hidrolisa um
espectro mais estreito de B-lactamicos, com hidrélise clinicamente relevante de
penicilinas e imipenem, e menor hidrélise de meropenem (BONOMO et al., 2018;
POIREL et al., 2004; POIREL; POTRON; NORDMANN, 2012). Essa variante foi
descrita pela primeira vez em isolados clinicos de K. pneumoniae na Turquia e
posteriormente disseminou-se pela Europa e regido do Mediterraneo, sendo
encontrada com menor frequéncia nas Américas (MAIRI et al., 2018; POIREL et al.,
2004). No Brasil, as oxacilinases sao pouco frequentes e fazem parte do grupo OXA-
48-like, sendo a OXA-370 a Unica variante de OXA-48 descrita até 0 momento
(MAGAGNIN et al., 2017; PEREIRA et al., 2015).

3.4 Métodos para deteccéo de carbapenemases

3.4.1 Métodos de triagem

Em algumas situacdes, a CIM dos carbapenémicos para ERC pode estar
abaixo dos pontos de corte clinico da categoria resistente (EUCAST, 2022;
NORDMANN et al., 2012), sendo, portanto, classificadas como suscetiveis a essa
classe de antimicrobianos pelo antibiograma, teste pelo qual determina-se a sensibilidade
in vitro das bactérias aos antimicrobianos. Por isso, 0s pontos de corte utilizados para a
triagem de isolados produtores de carbapenemase séo os epidemioldgicos (Tabela 2)
(ANVISA, 2013; BRCAST, 2018).

Para os testes de triagem, é importante destacar que o meropenem oferece um
melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade em termos de triagem de
isolados produtores de carbapenemases, enquanto o ertapenem apresenta boa

sensibilidade, mas baixa especificidade devido a instabilidade da molécula
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(NORDMANN et al., 2012). O resultado positivo do teste de triagem pelos pontos de
corte epidemiolégicos requerem confirmacédo com metodologias adicionais, as quais

serdo descritas a sequir.

Tabela 2: Pontos de corte clinicos e pontos de corte de triagem para a deteccéo de
Enterobacterales produtoras de carbapenemases. Adaptado de BrCAST (2017).

Diametro do halo de inibicédo
CIM (Hg/mL) com disco de 10ug (mm

Carbapenémico Ponto,d.e Ponto de Ponto,d.e Pontq de
corte clinico corte corte clinico | corte triagem
S/l triagem S/
Meropenem <2 >0,125 222 <28
Ertapenem <0,5 >0,125 225 <25

CIM: concentracao inibitéria minima; S: sensivel; I: intermediario.
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3.4.2 Teste de disco combinado

Os testes fenotipicos séo, ainda hoje, utilizados pela maioria dos laboratérios
de microbiologia em todo o mundo, por serem métodos de baixo custo e de simples
execucao (DOYLE et al., 2012; GISKE et al., 2011; VADING et al., 2011). No teste de
disco combinado, os carbapenémicos sdo combinados com inibidores de
carbapenemases especificos, sendo o acido fenilborénico (AFB) utilizado para a
inibicdo de carbapenemases da classe A e o 4cido dipicolinico ou EDTA para inibir as
carbapenemases da classe B. O teste € considerado positivo quando h& diferenca de,
pelo menos, 5 mm entre os diametros dos halos de inibicdo formados ao redor dos
discos com e sem o inibidor (ANVISA, 2013). Embora a OXA-48 seja inibida pelo
avibactam, ele ainda néo foi incluido nos painéis fenotipicos (HUANG et al., 2014;
PORRES-OSANTE et al.,, 2014). A interpretacdo do resultado é demonstrada na
Tabela 3 e Figura 2.

Tabela 3: Esquema de interpretacéo do teste de disco combinado.

Resultado do teste

Teste positivo com AFB Carbapenemase da classe A
Teste positivo com EDTA Carbapenemase da classe B
Teste negativo com EDTA, AFB e CLOXA Oxa-48 ou deficiéncia de porina

AFB: acido fenilborbnico; EDTA: acido etilenodiamino tetra acético; CLOXA:
cloxacilina.

Isolado produtor Isolado néo produtor
de carbapenemase de carbapenemase

/\\
C (o3

C+inibidor

Figura 2: Exemplo de interpretagcdo do resultado do teste de disco combinado. C:
carbapenémico.

A principal desvantagem desse método € a necessidade de 18-24h para a
obtencado do resultado (ap6s crescimento bacteriano no meio de cultura sélido, que
exige 18-24h, e antibiograma, o qual requer mais 18-24h de incubacéo), razao pela

gual métodos alternativos, mais rapidos, tém sido propostos (HUANG et al., 2014; LEE
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et al.,, 2022; NORDMANN et al., 2012, 2020a; TAMMA et al., 2017). Para além da
guestdo temporal, outras desvantagens desses métodos fenotipicos classicos,
utilizando inibidores enziméticos, incluem a dificuldade de interpretacdo, nao
diferenciam entre os tipos de cada classe (como NDM, IMP e VIM), a variabilidade na
sensibilidade/especificidade entre diferentes espécies e a incapacidade de deteccéo
direta de OXA carbapenemases (ALTAMIMI et al., 2017).
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3.4.3 Método de inativacao de carbapenémicos

O método de inativacdo do carbapenémico (MIC) tem como principio a
detecc¢do da hidrélise enzimética apds incubacao da suspenséo bacteriana do isolado
a ser testado com um disco de papel filtro de carbapenémico (Figura 3). Apos duas
horas de incubacéo, o disco é aplicado em placa de agar Mueller-Hinton, inoculada
com E. coli ATCC 25922, suscetivel aos carbapenémicos. Se houve a inativacéo
enziméatica pelo isolado testado, ndo sera observada a esperada zona de inibicao de
crescimento da ATCC, enquanto a auséncia de atividade de carbapenemase implicara
na presenca de halo de inibi¢do, j4 que o carbapenémico no disco ndo foi hidrolisado
(VAN DER ZWALUW et al., 2015a). O teste apresentou desempenho variavel em
diferentes estudos (TIJET; PATEL; MELANO, 2016; VAN DER ZWALUW et al., 2015b;
YAMADA et al., 2016), mas continua sendo uma alternativa possivel, embora o valor
preditivo negativo do teste ainda ndo esteja claro. Uma das principais desvantagens
desta técnica € a necessidade de incubacdo overnight para a obtencdo dos
resultados. A variante desta técnica, o eMIC, incuba o isolado teste na presenca de
EDTA e, realizado concomitantemente ao MIC, permite a identificagdo de metalo (-
lactamase (BRCAST, 2018).

Suspend full loop of Add 10 pg Incubate for 2 Place on Mueller Hinton agar
bacteria in H,0 meropenem disk hours 35°C inoculated with E. coli ATCC 25922

+
Carbapenemase activity

No carbapenemase activity

Incubate for at least Read presence or absence
6 hours 35°C of inhibition zone

Figura 3: Esquema de realizacdo e interpretacdo do método de inativacdo de
carbapenémicos. Obtido de Van Der Zwaluw (2015b).
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3.4.4 Métodos bioquimicos colorimétricos

O teste Carba NP, e seus derivados como o Blue-Carba, sdo métodos
bioguimicos colorimétricos para detec¢do de enzimas carbapenemases, 0s quais se
baseiam na diminuicdo do pH resultante da hidrdlise do anel B-lactamico dos
carbapenémicos, o que é detectado utilizando um indicador de pH (Figura 4). O teste
€ realizado a partir de colbnias crescidas em meios de cultura solidos e exige um
periodo de 2-4h para a obtencdo dos resultados (NORDMANN et al., 2020a;
NORDMANN; POIREL; DORTET, 2012; OVIANO; BOU, 2018; PIRES; NOVAIS;
PEIXE, 2013). Sistemas automatizados para leitura de métodos bioquimicos também
estdo disponiveis (HOMBACH et al., 2015; THOMSON et al., 2017).

Carbapenémico Carbapenémico

- + - o
g Nizo produtor de
® @ ® O =i
Nzo produtor de Produtor de
carbapenemase carbapenemase
Produtor de Produtor de
carbapenemase carbapenemase
Produtor de Produtor de
carbapenemase carbapenemase
Carba NP Blue-Carba

Figura 4. Métodos bioquimicos Carba NP e Blue-Carba. Observa-se o0 crescimento
bacteriano (mudanca de cor), na presenca do antibiético, onde ha producéo de enzima
carbapenemase.

Esse teste possui bons resultados (DORTET; POIREL; NORDMANN, 2012,
PIRES; NOVAIS; PEIXE, 2013; TAMMA et al., 2017), porém, nas suas versdes
originais, ndo se pode estabelecer o tipo de carbapenemase presente no isolado
bacteriano testado. Tal informacéo, além da relevancia epidemioldgica, reveste-se de
particular importancia no contexto da utilizacdo de novas combinacfes de -
lactamicos e inibidores de B-lactamases, como ceftazidima-avibactam, imipenem-
relebactam e meropenem-vaborbactam, onde reconhecer o tipo de enzima produzido
pela bactéria é essencial para a adequada e efetiva utilizacdo desses novos
compostos. Entretanto, ja existem versfes mais recentes que permitem essa
diferenciacdo do tipo da carbapenemase presente, porém, ainda necessitam mais
avaliacoes (NORDMANN et al., 2020b; WANG et al., 2021).

3.4.5 Métodos moleculares
Os testes fenotipicos podem detectar de forma eficiente a producédo de

carbapenemases; entretanto, conforme previamente mencionado, os resultados
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destes testes sdo geralmente liberados em um prazo muito longo, reduzindo seu
impacto clinico e epidemioldgico. Aléem disso, existem situacdes em que o fendtipo é
pouco expresso ou ha necessidade de identificar os genes envolvidos na producao de
carbapenemases. Nesse sentido, as técnicas moleculares continuam sendo o padréo
de referéncia para a identificacédo e diferenciacdo de carbapenemases (NORDMANN
et al., 2012). A maioria é baseada em reacdo em cadeia da polimerase (“polymerase
chain reaction” — PCR), simples ou multiplex, e pode ser seguida de sequenciamento,
se necessario, para identificacdo precisa de uma carbapenemase (AVLAMI et al.,
2010; CHEN et al., 2011; POIREL et al., 2011).

A técnica de PCR realizada a partir de coldnias é considerada referéncia para
identificacéo e diferenciacdo de carbapenemases, podendo dar resultadosem 4 a 6 h
(ou menos, no caso da PCR em tempo real). O sequenciamento de produtos da PCR
€ interessante principalmente para fins epidemiolégicos. A principais desvantagens
das tecnologias de base molecular para deteccdo de genes de carbapenemases, €
gue essas reacdes sdo capazes apenas de detectar genes com sequéncias ja
reconhecidas, o que implica em dizer que novos alelos ndo serdo detectados
(NORDMANN et al., 2012; VIVAN et al., 2017).
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3.4.6 Imunocromatografia

Além dos testes colorimétricos, metodologias que utilizam imunocromatografia,
em reacgfes Unicas ou multiplex, capazes de detectar diferentes carbapenemases
estdo disponiveis (Figura 5). Elas se baseiam em reacdes do tipo antigeno-anticorpo
e sao testes rapidos, praticos, e especificos, além de serem um dos Unicos que
detectam duplo gene de carbapenemase. Eles tém se demonstrado bastante
acurados e sdo capazes de gerar resultados em 15 minutos, porém, ainda possuem
um custo elevado por teste (aproximadamente US$ 15,00 por amostra) (BAEZA et al.,
2019; BOUTAL et al., 2018).
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Figura 5: Exemplo de teste imunocromatografico comercialmente disponivel para
deteccdo de KPC, OXA-48, IMP, VIM e NDM. Obtido de: https://www.ngbiotech.com

3.4.7 Espectrometria de massas MALDI-TOF

Nos ultimos anos, a espectrometria de massas, através da metodologia de
MALDI-TOF ganhou um grande destaque dentro dos laboratérios de microbiologia
(AKYAR; KAYA AYAS; KARATUNA, 2019; CORREA-MARTINEZ et al., 2020;
FIGUEROA-ESPINOSA et al., 2019; HUANG et al., 2022; TSUCHIDA; UMEMURA,
NAKAYAMA, 2020; YOON; JEONG, 2021; ZABBE et al., 2015). Essa técnica baseia-
se na ionizacdo de moléculas organicas por dessorcdo a laser assistida por uma
matriz, seguida pela deteccdo em um analisador do tempo de voo (RODRIGUEZ-
SANCHEZ et al., 2019).

Acontece da seguinte forma (Figura 6): ha a deposicdo de uma determinada
amostra em uma matriz capaz de adicionar protons a essa molécula para o processo
de ionizacao de seus componentes. A absorgéo da energia emitida por um laser gera
a transferéncia dos prétons da matriz para os componentes da amostra, culminando
em um processo de dessorcdo, 0 que permite a passagem da amostra do estado
sélido para o gasoso. A amostra, agora dessorvida e ionizada, passa por um tubo a
vacuo onde os componentes sdo acelerados através de um campo elétrico, até atingir
um detector. Nesse tubo, os componentes da amostra sao separados de acordo com

suas relacdes massa/carga (m/z) e chegam em tempos diferentes no detector. Esses
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resultados se refletem em diferentes picos, gerando um espectro caracteristico de
uma espécie ou género bacteriano (MARVIN; ROBERTS; FAY, 2003).
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Figura 6: Esquema demonstrando o funcionamento do MALDI-TOF MS. Criado com
BioRender.com

Como citado anteriormente, apesar de aquisicdo do equipamento apresentar
custo muito elevado, os custos operacionais sao baixissimos. Além disso, possui um
workflow simples, ndo exigindo pessoal especializado e permitindo a identificacdo de
uma bactéria a partir de cultura em meio solido em cerca de 5 minutos. Existem dois
equipamentos disponiveis no mercado nacional brasileiro, o VITEK® MS (bioMérieux)
e 0 MALDI Biotyper CA System (Bruker Daltonics), ambos aprovados pela ANVISA

para uso nos laboratérios de microbiologia, para a identificagdo de microrganismos.

Sendo assim, comparado com 0s métodos usuais, a técnica de MALDI-TOF
MS reduz o tempo de identificacdo do microrganismo em cultura em, pelo menos, 20h
(HUANG et al.,, 2013). Além disso, o0 MALDI-TOF tem sido adaptado para a
identificacdo direta de microrganismos em frascos de hemocultura positivas de
pacientes com suspeita de bacteremia, o que diminui ainda mais o tempo necessario
para a identificacdo da bactéria (AZRAD et al.,, 2019; CURTONI et al., 2017;
DELPORT et al., 2017; DI GAUDIO et al., 2018; LA SCOLA; RAOULT, 2009).

Mais recentemente, a deteccdo de resisténcia aos antimicrobianos, em
particular aos carbapenémicos, utilizando o sistema MALDI-TOF MS também vem

sendo estudada para aplicagdo na microbiologia clinica. Duas das abordagens mais
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promissoras séo a determinacdo da presenca de carbapenemases pela observacao
da hidrdlise do carbapenémico, e a deteccdo direta da enzima carbapenemase
(AKYAR; KAYA AYAS; KARATUNA, 2019; FIGUEROA-ESPINOSA et al., 2019;
YOON et al., 2020), as quais serado discutidas a seguir.

3.4.7.1 Hidrolise de carbapenémicos

O MALDI Biotyper Selective Testing of Antibiotic Resistance-BLactamase (MBT
STAR-BL, Bruker Daltonics) € uma metodologia que mede a atividade das [-
lactamases analisando a hidrélise dos antibidticos B-lactamicos. Esse ensaio exige
um curto tempo de incubacdo (maximo 4h) e esta baseado na observacao do pico da
molécula do antimicrobiano intacto, no caso de bactérias suscetiveis, e na detec¢céo
de picos correspondentes aos subprodutos da hidrélise do carbapenémico, quando a
bactéria for produtora de carbapenemases, conforme ja descrito anteriormente (Figura
7). Para isso, a bactéria, apds ser cultivada em meio de cultura sélido, é incubada em
solugdo com o antimicrobiano, a fim de observar o resultado dessa interagao,
observando os pico referentes a degradacdo do meropenem (AKYAR; KAYA AYAS,;
KARATUNA, 2019; JUNG et al., 2014).

Existem varios estudos demonstrando excelentes resultados e comprovando a
utilidade dessa metodologia, com diferentes tempos de incubacgdo (de 20 minutos a 4
horas), avaliando diferentes antimicrobianos e espécies (AKYAR; KAYA AYAS;
KARATUNA, 2019; CARVALHAES et al., 2014; KAWAMOTO et al., 2018, 2019; YU
et al., 2018a). Além disso, também foram desenvolvidas e avaliadas diferentes formas de
interpretacdo da andlise do espectro para determinar a ocorréncia de hidrélise.
Entretanto, a maioria dos estudos baseiam-se na observacao visual de picos, o que
pode levar a uma avaliagdo inconclusiva (DABOS et al., 2022; OUESLATI,
NORDMANN; POIREL, 2015; POIREL; POTRON; NORDMANN, 2012; TAMMA;
SIMNER, 2018).

Uma alternativa para a avaliagdo visual é a utilizagdo das intensidades dos
respectivos picos para calcular o valor logRQ (medida de eficiéncia da hidrélise). O
logRQ € o logaritmo da razéo entre a intensidade somada das formas hidrolisadas e
a intensidade somada das formas n&o hidrolisadas. Valores de logRQ mais altos
indicam um grau mais alto de hidrélise do antibiotico (AKYAR; KAYA AYAS;
KARATUNA, 2019).
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Apesar desta metodologia ndo conseguirem identificar especificamente qual é a
enzima responsavel pela hidrolise, a realizacdo em um curto espaco de tempo e uma
medida quantitativa, como o logRQ, sdo boas vantagens sobre os métodos fenotipicos
com indicador de pH, visto que bactérias com baixa expressdo do gene de
carbapenemase ou cuja enzima possua baixo poder hidrolitico poderiam ser detectados

através de uma quantificacéo.
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Figura 7: Espectro do MALDI-TOF MS mostrando o meropenem, seus sais de sédio e
seus produtos de degradacéo. (A) Espectro da solucdo de meropenem. (B) Controle
negativo (isolado néo produtor de carbapenemases de Klebsiella pneumoniae). (C)
Escherichia coli produtora de NDM-1. (D) Acinetobacter baumannii produtora de NDM-
1. [Meropenemdecarbox+H]+, produto de degradagéo descarboxilado do meropenem
apos hidrolise pela carbapenemase (m/z 358,5); [Meropenemdecarbox+Na]+, sal
monossodico descarboxilado do produto de degradacéo do meropenem apos hidrélise
(m/z 380,5); [Meropenem+H]+, molécula de meropenem (m/z 384,5);
[Meropenem+Na]+,  sal monossddico de  meropenem  (m/z  406,5);
[Meropenem+2Na]+, sal dissddico de meropenem (m/z 428,5);
[Meropenemidr+2Na]+, sal dissédico do produto de degradacdo do meropenem apos
hidrolise (m/z 446,5). Obtido de Hrabak e colaboradores (2012).
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3.4.7.2 Deteccdao direta de enzimas carbepenemases

A deteccao direta de enzimas carbapenemases € feita pela analise do perfil
proteico gerado pelo MALDI-TOF MS (OVIANO; BOU, 2018). Previamente a detec¢éo
das carbapenemases, Camara & Hays (2007) foram os primeiros a detectar picos
correspondentes a B-lactamases tipo TEM-1, analisando o espectro de proteinas em
lisado bacteriano de E. coli suscetiveis e resistentes a ampicilina. Na sequéncia,
Papagiannitsis e colaboradores (2014) detectaram CMY-2, uma [-lactamase capaz
de hidrolisar cefalosporinas, em diferentes enterobactérias apos extragdo de proteinas
periplasmaticas utilizando um protocolo complexo. Mais recentemente, Espinosa e
colaboradores (2018) otimizaram o protocolo de extracdo e detectaram um pico
correspondente a CMY-2 analisando o espectro de proteinas diretamente obtido de
lisado celular de E. coli e outras enterobactérias que apresentavam resisténcia as

cefalosporinas de terceira geracao.

Esses achados abriram caminho para que Figueroa-Espinosa e colaboradores
(2019) desenvolvessem um protocolo para a detecgéo direta das carbapenemases do
tipo KPC-2. De acordo com os autores, um pico caracteristico de cerca de 28544 Da
(Figura 8) foi observado em todos os isolados de enterobactérias previamente
caracterizadas como KPC-2 positivas, ao passo que, para todas as bactérias nao
produtoras de KPC-2, tal pico ndo foi observado. Além disso, os autores propuseram
a deteccao da enzima diretamente de frascos de hemocultura positiva de pacientes
com suspeita de bacteremia, sendo possivel verificar o pico de 28544 Da em todos os
isolados produtores de KPC-2, sendo necessaria aproximadamente 1h para a
obtencéo do resultado. Entretanto, uma avaliacdo mais ampla se faz necessaria, uma
vez que os autores avaliaram apenas 39 amostras de hemoculturas e, somente 16

positivas com isolados produtores de KPC-2.

Posteriormente, Yoon e colaboradores (2020) determinaram que a massa
molecular exata da proteina KPC-2 intacta € de 28718 Da e que as variantes da KPC
tém massa entre 28708-28728 Da (Figura 9). Segundo os autores, foi possivel
verificar o pico caracteristico da KPC e estabelecer um ponto de corte de intensidade
dos ions (i2110 unidades arbitrarias [u.a.]) para os mesmos, apresentando excelente

sensibilidade e especificidade (91,8% e 99,5%, respectivamente).
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Figura 8: Espectro de massa do isolado produtor de KPC-2 e ndo-KPC-2. Detecc¢éao
de pico de ~28544 Da em E. coli com plasmideo recombinante (E. coli TOP10 + pKPC-
2-4) é indicado pela linha vermelha; A auséncia do pico de ~28544-m/z na cepa
receptora (E. coli TOP10 + pK19) é indicada pela linha verde. O pico correspondente
a KPC-2 esta indicado com setas. Obtido de Figueroa-Espinosa e colaboradores
(2019).
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Figura 9: Espectro de massa da KPC transformante. O vetor pUCkana vazio e contendo
0 gene pUCkanaQblaKPC-2 foram introduzidos nas cepas de E. coli TOP10 e K.
pneumoniae AK75 e os espectros de massa foram obtidos usando MALDI-TOF. Os eixos
X e y indicam valores de m/z e intensidades, respectivamente, e a linha vertical representa
m/z 28718,13, a m/z teorica do polipeptideo KPC-2. Obtido de Yoon e colaboradores
(2020).

A metodologia para deteccéo direta da enzima KPC demonstrou excelentes
resultados, entretanto necessita de uma avaliagdo mais ampla, para fins de
padronizacdo em diferentes equipamentos de diferentes laboratorios.



4 MANUSCRITOS

4.1 Manuscrito 1
Manuscrito a ser submetido ao periddico “Journal of Microbiological Methods”.

Esse documento responde ao objetivo (a) do projeto original.

O texto completo do item 3.5, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 45 — 76, foi suprimido por tratar-
se de manuscrito em preparacao para publicacdo em periddico cientifico. Consta da
descricdo da utilizacdo da hidrélise de meropenem para detectar a producdo de
carbapenemases diretamente de hemoculturas positivas utilizando o logRQ para
estabelecer uma medida quantitativa de hidrélise. As proteinas bacterianas obtidas a
partir de uma aliquota de frascos de hemocultura positivos foram incubadas em
solucéo de meropenem seguida de extracado de proteinas para analise de MALDI-TOF
MS. A intensidade dos picos das formas hidrolisada e ndo hidrolisada foi utilizada para

calcular o valor logRQ.






47






49






51



52






54



55



56



57



58



59






61



62



63



64



65



66



67



68



69



70



71



72



73



74



75



76



77

4.2 Manuscrito 2
Manuscrito publicado no periédico “Brazilian Journal of Microbiology” Esse

documento responde ao objetivo (b) do projeto original.

O Item 3.6 é constituido por artigo cientifico publicado (doi: 10.1007/s42770-
022-00798-y, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 77 — 88.
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4.3 Manuscrito 3
Manuscrito submetido ao periodico “Journal of Antimicrobial Chemotherapy”.

Esse documento responde ao objetivo (c) do projeto original.

O texto completo do item 3.7, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de péaginas compreendido entre as paginas 89 — 118, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico cientifico.
Consta da descricdo da deteccdo da enzima KPC diretamente de frascos de
hemocultura positivos, utilizando o MALDI-TOF MS. As proteinas foram extraidas com
acido férmico, alcool isopropilico e agua (17:33:50). O extrato de proteinas foi
adicionado na placa do equipamento utilizando a técnica da dupla camada de &cido

sinapinico, submetido & leitura e posterior analise.
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5 DISCUSSAO GERAL

As carbapenemases sédo o principal e 0 mais preocupante mecanismo de
resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacterales (BUSH; BRADFORD, 2020;
HUSSEIN et al., 2022). No cenario atual, onde combater a resisténcia antimicrobiana
€ uma das 10 prioridades globais de saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021), a rapida identificacdo bacteriana e deteccdo de resisténcia aos
carbapenémicos mediada por carbapenemases sdo fundamentais para estabelecer a
antibioticoterapia mais adequada, visando otimizar o desfecho clinico do paciente,
assim como controlar a disseminacdo de ERC, além de otimizar as estratégias de
stewardship (NAUCLER et al., 2021; RICE, 2018; TARIQ; RASOOL, 2016).

Nos ultimos anos, tem sido demonstrada a possibilidade de predizer a producao
de carbapenemase com base na deteccao da hidrdlise de carbapenémicos (AKYAR;
KAYA AYAS; KARATUNA, 2019; YU et al., 2018b), ou, mais recentemente, a
deteccdo direta da enzima responsavel pela resisténcia, através da metodologia de
MALDI-TOF MS (FIGUEROA-ESPINOSA et al., 2019; YOON et al., 2020).

Os testes envolvendo hidrélise ja estdo mais consolidados na literatura
cientifica mundial. No entanto, na maioria dos casos, a técnica foi realizada a partir de
colbnias bacterianas crescidas em meios de cultura solidos. Assim, considerando a
urgéncia de liberacdo de resultados de suscetibilidade aos antimicrobianos, imposta
nos casos de infeccbes na corrente sanguinea, o experimento foi realizado
diretamente de frascos de hemoculturas positivas, por ter sido observada uma
escassez de dados referente a essa variagdo da metodologia de hidrolise dos
carbapenémicos utilizando MALDI-TOF MS. Ao invés de considerar a presencga ou
auséncia dos picos referentes ao antimicrobiano ou aos seus produtos de degradacao,
o logRQ foi calculado, como medida de eficiéncia hidrolitica, afim de gerar uma forma
de analise de resultado ndo-ambigua, o que pode facilitar a utilizagcdo mais ampla da

metodologia em questao.

Assim, foi observada, de forma geral 89,5% de especificidade e 84,6% de
sensibilidade. Cabe salientar que a sensibilidade variou consistentemente de acordo
com o tipo de enzima avaliada (blakpc= 97,9%, blanom-1= 58,8% e blaoxa-4s-ike = 60,0%).
Resultados falsos negativos (CIM <0,5 a 8 uyg/mL) podem ser consequéncia de uma

baixa expresséo de enzimas ou uma capacidade hidrolitica reduzida, o que ja € bem
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reconhecido, principalmente para OXA-48-like (DABOS et al.,, 2022; OUESLATI;
NORDMANN; POIREL, 2015) e foi reiterado pelos nossos resultados. Por outro lado,
os isolados, para os quais foram observados resultados falso positivos, podem carrear
genes de carbapenemase ndo incluidos na reacdo de HRM-gPCR, o que, a propgésito,
configura-se como uma limitacdo deste estudo. Da mesma forma, uma hidrolise
inespecifica do carbapenémico pode ocorrer, considerando a instabilidade dessas

moléculas.

O tempo de incubacdo exigido para a observacdo da hidrélise também
apresentou variacdo para os diferentes tipos enzimas, uma vez que a maioria dos
isolados KPC-positivos apresentaram hidrolise do carbapenémico em 2h, enquanto
NDM e OXA-48-like exigiram 4h de incubagéo. Tais resultados corroboram com outros
estudos ja realizados (AKYAR; KAYA AYAS; KARATUNA, 2019; CARVALHAES et al.,
2014; YU et al., 2018b). Essa diferenca também pode ser observada quando
considerado o ao intervalo de variacéo do log RQ (blakrc= 0,16 a 1,79, blanom-1=-1,73
a 0,96 e blaoxa-as-ike =-1,37 a 1,13).

Deve-se mencionar as limitacbes da deteccdo da atividade das
carbapenemases pela observacdo da hidrélise do carbapenémico, quais sejam:
possibilidade de hidrélise inespecifica do carbapenémico, dificuldade de deteccéo de
enzimas com baixa atividade hidrolitica e necessidade de incubacgéo por, pelo menos,
2h para a obtencdo dos resultados. Assim, metodologias destinadas a pesquisar o
pico correspondente a enzima através do MALDI-TOF poderiam sobrepor, pelo menos

parcialmente, tais limitacdes.

Até o0 momento, salvo engano, apenas 2 estudos foram realizados para a
deteccéo do pico da KPC, enzima com maior importancia epidemiolégica atualmente,
com abordagens diferentes (FIGUEROA-ESPINOSA et al., 2019; YOON et al., 2020).
Para nosso estudo, foi utilizado o protocolo de extragédo de proteinas estabelecido por
Figueroa-Espinosa e colaboradores (2019), por ser factivel e rdpido. Em relacéo a
massa da KPC, foram utilizados como referéncia valores determinados por Yoon e
colaboradores (2020). O experimento foi realizado, inicialmente, a partir de colénias
bacterianas crescidas em meio de cultura solido. Essa etapa teve como objetivo testar
se a metodologia era factivel e, também, padroniza-la a para 0 nosso equipamento,

modificando alguns parametros do MALDI-TOF MS.
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Nesse primeiro momento foram avaliados 300 isolados, selecionados por
conveniéncia, e estabelecido como parametro a presenca do pico da KPC e a
intensidade do mesmo. Para a intensidade, foi estabelecido um valor ponto de corte
2120 (u.a.), referente ao pico proteico da enzima KPC, obtendo excelentes resultados
(98,09% de sensibilidade e 97,90% de especificidade) em menos de uma hora,
reiterando os resultados previamente publicados (FIGUEROA-ESPINOSA et al.,
2019; YOON et al., 2020).

Em um segundo momento, na tentativa de reduzir ainda mais o tempo
necessario para a deteccdo desse mecanismo de resisténcia, 100 isolados foram
selecionados para deteccdo da enzima diretamente de frascos de hemocultura,
mimetizando hemoculturas positivas. Uma extracao rapida a partir da hemocultura foi
realizada para obtencdo da massa bacteriana, a qual foi submetida a extracao de
proteinas. Os mesmos parametros previamente padronizados foram utilizados. Ao
considerar a intensidade previamente estabelecida, com valor de corte 2120 (u.a.), a
sensibilidade foi de 94,9% e a especificidade de 95,3%. Além disso, propusemos uma
zona “tampao”, com valores intermediarios de intensidade (115 a 125 [u.a.]), a fim de
criar uma medida ndo ambigua para discriminar entre produtores e nao produtores de
KPC.

Nossos resultados corroboram para uma futura implementacdo das
metodologias analisadas na rotina dos laboratérios clinicos, ja que a demora para
liberacdo dos resultados é uma das principais questdes a serem enfrentadas
atualmente. De fato, a maioria dos métodos de deteccdo de carbapenemases
implementados até o momento requer crescimento bacteriano e/ou ndo determina
qgual o tipo de carbapenemase presente, exceto pelos métodos moleculares, o que
pode ter impacto clinico no contexto da utilizagdo das novas combinacdes de f-

lactamicos com inibidores de B-lactamases.

Nesse sentido, a deteccdo da hidrolise de carbapenémico direto de garrafas de
hemoculturas € uma metodologia rapida, porém, ndo é capaz de determinar o tipo de
carbapenemase. Por outro lado, a deteccao do pico referente a enzima KPC néo é
capaz de identificar a presenca de outras enzimas, o que pode ser clinicamente
relevante quando se considera isolados produtores de metalo-B-lactamases ou

coprodutores de KPC e NDM, por exemplo. Entretanto, a deciséao de realizar qualquer
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ensaio diagnostico, depende, de forma importante, da epidemiologia. Em paises com
alta prevaléncia de carbapenemases, informacdes adicionais sobre a producdo do
gene da carbapenemases sao importantes e auxiliam no tratamento. Por outro lado,
em um cenario de baixa endemicidade, o teste para carbapenemases especificas
pode ndo ser necessario e pode ser reservado apenas para pacientes com fatores de
risco, como pacientes colonizados por ERC ou aqueles que foram transferidos de uma

regido de alto risco.

Portanto, a deteccdo da hidrolise do carbapenémico direto de frascos de
hemoculturas através do MALDI-TOF MS, assim como a detecc¢do do pico de KPC,
sdo metodologias rapidas, de baixo custo uma vez adquirido o equipamento, e de facil

execucao.



6 CONCLUSAO GERAL

A metodologia de MALDI-TOF MS &, sem duvidas, uma grande revolucdo no
campo da microbiologia clinica moderna, permitindo uma répida identificacdo
microbiana. Além disso, esta claro que essa metodologia pode ser ainda mais
explorada, como para a deteccdo de mecanismos de resisténcia, seja pela hidrélise
ou pela deteccdo direta da enzima que leva a resisténcia. Todos o0s objetivos

propostos foram atingidos e, de acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que:

v' E possivel utilizar o logRQ como medida de eficiéncia hidrolitica para deteccéo
da hidrdlise do carbapenémico diretamente de amostras hemoculturas.

v E possivel detectar a presenca da enzima KPC em isolados bacterianos
crescidos em meio de cultura sélido, com étimos resultados de sensibilidade e
especificidade;

v’ E possivel detectar a presenca da enzima KPC diretamente de amostras de
hemoculturas positivas, com 6&timos resultados de sensibilidade e

especificidade
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