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RESUMO 

 

Introdução: A demanda para a detecção rápida de mecanismos de resistência 

antimicrobiana e por métodos rápidos para a determinação da suscetibilidade aos 

antimicrobianos vem crescendo, especialmente devido ao aumento da prevalência de 

isolados de Enterobacterales produtores de carbapenemases KPC e/ou NDM. Com 

esta problemática em vista, a tecnologia de matrix-assisted laser desorption ionization 

– time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) vem se tornando uma opção de 

metodologia importante, pois permite o desenvolvimento de ensaios capazes de 

proverem um resultado rápido da presença de mecanismos de resistência e da 

suscetibilidade a antimicrobianos.  

Objetivo: Desenvolver metodologias rápidas para a detecção de mecanismos de 

resistência e para a determinação da suscetibilidade através da metodologia de 

MALDI-TOF MS. 

Métodos: Para a detecção de hidrólise por MALDI-TOF MS, as moléculas intactas de 

meropenem foram detectadas em um espectro de massa e relacionadas a um padrão 

interno de forma a calcular um índice quantitativo de hidrólise. Para a detecção da 

enzima KPC a partir de bactérias impregnadas em papel-filtro, uma suspensão 

bacteriana foi submetida a um protocolo de extração e posterior análise por MALDI-

TOF MS, identificando o pico relativo à molécula intacta da enzima. Foi aplicada a 

metodologia MALDI Biotyper – antibiotic susceptibility test rapid assay (MBT-ASTRA), 

com simplificações, para a realização da avaliação da suscetibilidade a 

antimicrobianos a partir de colônias bacterianas, a partir de hemoculturas positivas e 

para a detecção de sinergismo.  

Resultados e conclusões: Um índice quantitativo para determinação da hidrólise ao 

meropenem foi desenvolvido, diferenciando Enterobacterales que possuíam os genes 

blaKPC ou blaNDM de isolados não produtores de carbapenemases. Foi possível 

identificar a enzima KPC de bactérias impregnadas em papel-filtro com alta 

especificidade, mas baixa sensibilidade. Foi possível desenvolver a técnica de MBT-

ASTRA simplificada para determinação da suscetibilidade a meropenem a partir de 

colônia, para ceftazidima/avibactam e meropenem a partir de hemocultura e para a 

detecção de sinergismo da combinação de aztreonam e ceftazidima/avibactam. 

Palavras-chave: Enterobacterales; Resistência bacteriana; Teste de sensibilidade; 

MALDI-TOF MS.  



 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Background: The need for rapid detection of antimicrobial resistance mechanisms 

and for rapid methods to determine antimicrobial susceptibility has been growing, 

especially due to the increasing prevalence of KPC and/or NDM carbapenemase-

producing Enterobacterales isolates. With this problem in mind, the matrix-assisted 

laser desorption ionization – time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) 

technology has become a valuable methodology because it allows the development of 

assays capable of providing a rapid result of the presence of resistance mechanisms 

and the antimicrobial susceptibility testing. 

Objective: To develop rapid methodologies for antimicrobial susceptibility testing and 

for detection of resistance mechanisms through MALDI-TOF MS methodology. 

Methods: For the detection of hydrolysis by MALDI-TOF MS, intact molecules of 

meropenem were detected in a mass spectrum e related to and internal standard in 

order to calculate a hydrolysis quantitative index. For the detection of KPC enzyme 

from bacteria impregnated in filter-paper, a bacterial suspension was submitted to an 

extraction protocol and subsequent analysis by MALDI-TOF MS, identifying the peak 

related to the enzyme intact molecule. MALDI Biotyper – antibiotic susceptibility test 

rapid assay (MBT-ASTRA) was used, with simplifications, to perform antimicrobial 

susceptibility testing from bacterial colonies, from positive blood cultures and for 

synergism detection.  

Results and conclusions: A quantitative index to determine meropenem hydrolysis 

was developed, differentiating Enterobacterales that had the blaKPC or blaNDM genes 

from non-carbapenemase-producing isolates. It was possible to identify the KPC 

enzyme from bacteria impregnated on filter-paper with high specificity, but low 

sensitivity. It was possible to develop the simplified MBT-ASTRA technique for 

determining susceptibility to meropenem from colony, to ceftazidime/avibactam and 

meropenem from blood culture and for synergism detection of aztreonam and 

ceftazidime/avibactam combination. 

Keywords: Enterobacterales; Bacterial resistance; Susceptibility testing; MALDI-TOF 

MS. 

  



 

 

  



 

 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

ATM – Aztreonam 

AUC – Área sob a curva (do inglês area under the curve) 

BrCAST – Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptiblity Testing  

CB – Checkerboard 

CIM – Método de inativação do carbapenêmico (do inglês carbapenem inactivation 

method) 

CRE – Enterobacterales resistentes aos carbapenêmicos (do inglês carbapenem 

resistant Enterobacterales) 

CZA – Ceftazidima/avibactam 

eCIM – Método de inativação do carbapenêmico com EDTA (do inglês EDTA-modified 

carbapenem inactivation method) 

ESBL – Beta-lactamases de espectro estendido (do inglês extended-spectrum beta-

lactamases) 

EUCAST – European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

I – Sensível, aumentando exposição 

KPC – Klebsiella pneumoniae carbapenemase  

MALDI-TOF MS – Espectrometria de massa por ionização e dessorção a laser 

assistida por matriz – tempo de voo (do inglês matrix assisted laser desorption 

ionization – time of fligh mass spectrometry) 

MBT-ASTRA – MALDI Biotyper – antibiotic suspectibility test rapid assay 

mCIM – Método de inativação do carbapenêmico modificado (do inglês modified 

carbapenem inactivation method) 

MIC – Concentração inibitória mínima (do inglês minimum inhibitory concentration) 

NDM – New Delhi Metallo-beta-lactamase 

PCR – Reação em cadeia da polimerase (do inglês polymerase chain reaction) 

R – Resistente 

RAST – Rapid antimicrobial susceptibility testing 

S – Sensível, dose padrão 

TK – Time-kill 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A resistência bacteriana aos antimicrobianos é atualmente umas das maiores 

preocupações para a saúde, com a tendência de agravar-se ainda mais tendo em 

vista o lento desenvolvimento de novos fármacos para combatê-la. A resistência 

bacteriana ocorre quando uma bactéria não é inibida ou sua morte não ocorre na 

presença de um antimicrobiano, considerando uma adequada administração. Em 

consequência, a infecção continua, podendo levar o paciente à morte (CDC, 2019; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2022). 

 O aumento da resistência bacteriana é resultado de uma soma de fatores: 

populações bacterianas expostas a antimicrobianos, o que resulta na seleção natural 

de subpopulações (cepas) resistentes e a disseminação destas cepas e seus genes 

de resistência. Primariamente, devem ser buscadas formas de retardar essa 

disseminação, através, por exemplo, da prescrição correta de antimicrobianos e de 

medidas de precauções. Contudo, após instalada a infecção bacteriana, esta deve ser 

tratada com fármacos que tenham atividade contra o patógeno. Desta forma, para 

determinar a suscetibilidade de uma bactéria a determinados antimicrobianos, é 

necessário realizar o teste de suscetibilidade aos antibióticos (antibiograma) (CDC, 

2019). 

O antibiograma é realizado principalmente pelas metodologias de disco-difusão 

(Kirby-Bauer) e/ou microdiluição em caldo, as quais são padronizadas, mas somente 

a segunda é considerada a técnica padrão-ouro para testes de suscetibilidade 

(JORGENSEN; FERRARO, 2009). Ambas levam em torno de 24 horas para fornecer 

um resultado quando realizadas de colônias bacterianas crescidas em ágar. Mais 

atualmente foi validado um método de disco-difusão denominada rapid antimicrobial 

susceptibility testing (RAST), o qual permite a leitura após incubação a partir de 4 

horas, contudo este método foi padronizado apenas para ser realizado de hemocultura 

(EUROPEAN COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING, 

2022). Desta forma, além do tempo necessário para a liberação do resultado do 

antibiograma, previamente a ele ainda são necessários mais um a dois dias para o 

crescimento da bactéria, totalizando em torno de dois a três dias para se obter o 

resultado final do exame cultural com o perfil de suscetibilidade. Além disso, 

dependendo do teste realizado para a determinação do mecanismo de resistência, 
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pode-se acrescer mais um dia no turnaround time deste exame (VERROKEN et al., 

2016).  

Recentemente, uma tecnologia que vem revolucionando a rotina de 

laboratórios de microbiologia é a espectrometria de massa por ionização e dessorção 

a laser assistida por matriz – tempo de voo (MALDI-TOF MS, do inglês matrix assisted 

laser desorption ionization – time of fligh mass spectrometry). Esta metodologia é 

empregada para a identificação bacteriana a nível de espécie e/ou gênero, fornecendo 

resultados em poucos minutos. Além disso, alguns estudos vêm demonstrando sua 

aplicabilidade para a determinação da suscetibilidade a antimicrobianos e para a 

detecção de mecanismos de resistência bacteriana, resultados que também poderiam 

ser obtidos em poucos minutos ou horas (HRABÁK; CHUDÁC ̌KOVÁ; WALKOVÁ, 

2013).  

Os testes desenvolvidos em MALDI-TOF MS até o momento incluem a 

detecção de moléculas hidrolisadas ou intactas de antimicrobianos, a detecção direta 

de enzimas beta-lactamases e a determinação da taxa de crescimento relativo 

bacteriano. As técnicas que utilizam MALDI-TOF apresentam protocolos variados os 

quais, contudo, utilizam materiais comumente não disponíveis no laboratório, 

softwares específicos e/ou expertise em informática para serem realizados, tornando 

difícil o seu uso em laboratórios de rotina de microbiologia (HRABÁK; 

CHUDÁC ̌KOVÁ; WALKOVÁ, 2013). O desenvolvimento de técnicas mais 

simplificadas por MALDI-TOF MS, de forma que possam ser utilizadas mais 

facilmente, seria de grande valia para o tratamento de pacientes com infecções 

bacterianas. 

 

 



 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 ENTEROBACTERALES  

 

Bactérias da ordem Enterobacterales são bacilos Gram negativo, com alta 

disseminação em diversos ecossistemas, podendo ser não-patogênicas ou estar 

associadas a infecções de origem alimentares e zoonóticas entre outras, afetando 

tanto humanos quanto animais (JANDA; ABBOTT, 2021). É importante mencionar que 

em 2019 houve uma atualização na taxonomia de algumas bactérias anteriormente 

incluídas na família Enterobacteriaceae, que foram reclassificadas em outras famílias. 

Desta forma, passou a ser necessário referir-se à ordem Enterobacterales a fim de 

englobar as famílias reclassificadas (Figura 1) (ADEOLU et al., 2016).  

 

Figura 1 – Classificação atual dos principais bacilos Gram negativo fermentadores de glicose. 

 
Fonte: adaptado de (JANDA; ABBOTT, 2021). 

 

Embora a grande maioria das bactérias da ordem Enterobacterales faça parte 

da microbiota normal entérica de humanos, algumas espécies apresentam maior 

importância clínica, podendo ser tanto colonizantes quanto causarem infecção. Entre 

as bactérias da ordem Enterobacterales, as mais frequentes causadoras de infecção 
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são Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (AMANATI et al., 2021; VINK; 

EDGEWORTH; BAILEY, 2020), portanto estas espécies serão abordadas a seguir.  

A patogenicidade de E. coli está principalmente relacionada a perda ou ganho 

de ilhas de patogenicidades e a outros materiais genéticos acessórios. Assim, 

dependendo dos genes carreados, esta espécie pode se tornar mais patogênica 

afetando o sistema urinário, intestinal e até mesmo o sistema nervoso (CROXEN; 

FINLAY, 2010). 

Da mesma forma que E. coli, bactérias da espécie K. pneumoniae podem 

sobreviver em diversos nichos, tendo sido encontradas em solo, água, em diversas 

espécies de plantas, insetos, aves, répteis e diversos mamíferos. Esta espécie e/ou 

espécies do Complexo K. pneumoniae (que engloba K. pneumoniae, K. quasivariicola, 

K. africana, K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae, K. quasipneumoniae 

subsp. quasipneumoniae, K. variicola subsp. tropica, K. variicola subsp. variicola) 

foram reportadas como comensais do trato intestinal com uma prevalência de 

aproximadamente 4 a 6% em indivíduos da comunidade, mas, em indivíduos que 

tiveram contato com serviços de saúde, a taxa foi de aproximadamente 25%. Assim, 

K. pneumoniae é considerado um patógeno oportunista associado a infecções 

relacionadas a serviços de saúde, com as principais infecções ocorrendo na forma de 

pneumonia, no trato urinário e em feridas, as quais podem progredir para bacteremia 

(WYRES; LAM; HOLT, 2020). Essa espécie pode apresentar alguns fatores de 

virulência que podem dificultar o tratamento de infecções, como: hiperprodução da 

cápsula de polissacarídeo, o que pode levar a supressão do processo inflamatório, 

resistência à fagocitose e a peptídeos antimicrobianos; alguns sorotipos do antígeno 

O e modificações do lipídio A do LPS, que diminuem a resposta imune inata do 

hospedeiro; alguns tipos de fímbrias que podem aumentar a adesão da bactéria ou 

propiciar a formação de biofilme; e outros mecanismos, como proteínas de membrana 

e fatores que interferem na aquisição de ferro e na utilização de nitrogênio (LI et al., 

2014). 

Interessantemente, um estudo demonstrou que E. coli é a bactéria causadora 

de infecção da corrente sanguínea mais prevalente sem a associação de resistência 

aos carbapenêmicos (DIEKEMA et al., 2019), enquanto uma meta-análise estimou 

que a taxa de mortalidade devido a infecções hospitalares por K. pneumoniae 

resistente aos carbapenêmicos foi de 42%, em comparação a 21% quando as cepas 

eram sensíveis a esta classe (XU; SUN; MA, 2017). Assim, pode-se observar que a 
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dificuldade de tratamento de infecções causadas, de forma geral, por 

Enterobacterales deve-se principalmente à aquisição de mecanismos de resistência 

aos antimicrobianos, especialmente aos beta-lactâmicos, e que isto ocorre mais 

frequentemente em serviços da saúde. 

 

 

  



 

 

 

  



 

 

2.2 AQUISIÇÃO DE RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA EM ENTEROBACTERALES 

 

A resistência bacteriana a antimicrobianos pode ser intrínseca ou adquirida. Na 

resistência intrínseca, a bactéria naturalmente possui algum mecanismo de 

resistência. Já na adquirida, a bactéria se torna resistente ao adquirir genes de 

resistência ou ao sofrer mutações. Os mecanismos de resistência incluem: 

modificação ou inativação do antimicrobiano, alteração do alvo do antimicrobiano, 

aumento do efluxo do antimicrobiano e/ou redução da sua entrada na célula 

bacteriana (Figura 2) (ARZANLOU; CHAI; VENTER, 2017). Por exemplo, a resistência 

à classe dos aminoglicosídeos comumente ocorre devido à produção de enzimas que 

modificam o antimicrobiano; na resistência às quinolonas, ocorre alteração do alvo 

(enzimas DNA girase e topoisomerase); a resistência a sulfonamidas e trimetoprim, 

também ocorre devido a alterações no alvo;  na resistência às polimixinas, que 

desestabilizam a membrana plasmática, ocorre alterações do LPS; e a resistência aos 

beta-lactâmicos, considerada a de maior importância clínica em Enterobacterales, 

ocorre principalmente devido à produção de enzimas beta-lactamases, que inativam 

os antimicrobianos desta classe (CDC, 2019; MCDERMOTT; WALKER; WHITE, 2003; 

PARTRIDGE, 2015).  
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Figura 2 – Mecanismos de resistência aos antimicrobianos. 

 
Fonte: adaptado de (CDC, 2019). 

 

A resistência antimicrobiana em Enterobacterales está geralmente relacionada 

à aquisição de genes através de diferentes elementos genéticos móveis, sendo os 

principais as sequências de inserção, os transposons e o sistema cassete/integron. 

Estes podem capturar os genes de resistência e transferi-los entre moléculas de DNA, 

por exemplo do cromossomo para um plasmídeo ou entre plasmídeos dentro de uma 

mesma célula. O plasmídeo, carreando algum elemento genético móvel com algum 

gene de resistência, pode ser transferido entre bactérias da mesma espécie ou entre 

espécies diferentes ou até mesmo entre gêneros diferentes (PARTRIDGE, 2015). A 

aquisição de elementos genéticos móveis pode ocorrer pelos processos de: 

transdução, quando um fago insere material genético em uma bactéria; conjugação, 

no qual ocorre a transferência de uma célula bacteriana para outra via pili sexual; e 

transformação, quando o material genético presente no ambiente é diretamente 

absorvido pela bactéria (Figura 3) (ANDERSSON; HUGHES, 2017). 
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Figura 3 – Formas de aquisição de elementos genéticos móveis. 

 
Fonte: adaptado de (CDC, 2019). 

 

Os plasmídeos geralmente possuem um uma região conservada (backbone), 

que codifica as funções próprias do plasmídeo, como replicação, estabilidade e 

conjugação. As regiões conservadas foram originalmente classificadas em grupos de 

incompatibilidade (Inc, do inglês incompatibility). Já as regiões acessórias, inseridas 

entre as regiões conservadas, são variáveis e podem conter os genes de resistência 

aos antimicrobianos. A inserção de um elemento genético móvel em um plasmídeo, 

sem que este perca suas funções essenciais, pode se tornar um alvo para a inserção 

de mais elementos genéticos móveis e de genes de resistência a antimicrobianos. Isto 

pode levar a uma complexa região com diversos genes de resistência que são 

transferidos em conjunto, fazendo com que frequentemente cepas demonstrem 

resistência a diversas classes de antimicrobianos não relacionadas (PARTRIDGE, 

2015).  

 

 

  

  



 

 

 

  



 

 

2.3 CARBAPENEMASES EM ENTEROBACTERALES 

 

Entre os principais mecanismos de resistência em Enterobacterales está a 

produção de beta-lactamases, enzimas que possuem a capacidade de hidrolisar os 

antibióticos que contêm um anel beta-lactâmico. As beta-lactamases podem ser 

divididas em dois grandes grupos de acordo com o mecanismo pelo qual realizam 

hidrólise: formação de uma enzima acil com um sítio ativo que contém serina (grupo 

serina) e reação de hidrólise facilitada por um ou dois íons de zinco essenciais no sítio 

ativo (grupo metalo). Os grupos serina e metalo-beta-lactamase (MBL) ainda podem 

ser classificados quanto à classe molecular e ao grupo funcional (Figura 4). 

Resumidamente, as beta-lactamases podem ser denominadas como penicilinases 

quando degradam penicilinas, cefalosporinases quando degradam cefalosporinas das 

primeiras gerações, beta-lactamases de espectro estendido (ESBL, do inglês 

extended-spectrum beta-lactamases) quando degradam cefalosporinas de 3ª e/ou 4ª 

geração e carbapenemases quando degradam carbapenêmicos (BUSH, 2018). 

 

Figura 4 – Classificação das principais beta-lactamases, seus substratos e inibidores. 

 
Fonte: adaptado de (BUSH, 2018). AC: ácido clavulânico. AVI: avibactam. CB: carbapenêmicos. CF: 

cefalosporinas. E: cefalosporinas de espectro estendido. M: monobactâmicos. P: penicilinas. 

 

As principais enzimas de preocupação clínica e epidemiológica atualmente são 

as carbapenemases, sendo que entre elas se destacam, em Enterobacterales, a 
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Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e a New Delhi Metallo-beta-lactamase 

(NDM) (BONOMO et al., 2018). A KPC foi primeiramente identificada em K. 

pneumoniae, isolada em 1996 de um paciente nos Estados Unidos, apresentando 

resistência a imipenem e meropenem (YIGIT et al., 2001). Ela foi chamada de KPC-1 

e logo em seguida outras variantes foram descritas, sendo numeradas KPC-2, -3 e 

assim por diante. Contudo, foi identificado um erro em um nucleotídeo da sequência 

da KPC-1, que era idêntica à KPC-2, prevalecendo desta forma o nome KPC-2 (YIGIT 

et al., 2008). Em dezembro de 2022, ao pesquisar “KPC” na base de dados National 

Database of Antibiotic Resistant Organisms (NDARO; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/antimicrobial-resistance/), pôde-se verificar 

que foram descritas variantes até a KPC-144. Entretanto, a variante mais 

frequentemente detectada em isolados clínicos e mundialmente disseminada é a 

KPC-2 (BONOMO et al., 2018). A KPC é capaz de hidrolisar todas as penicilinas, 

cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos, não é inibida por EDTA, mas é 

inibida por avibactam (BUSH, 2018).  

Já a NDM, foi isolada pela primeira vez em 2008 de um paciente na Suíça, mas 

que havia sido internado em um hospital na Índia previamente. Esta enzima foi então 

nomeada NDM-1 (YONG et al., 2009). No banco de dados NDARO, ao pesquisar NDM 

em dezembro de 2022, puderam ser identificadas variantes até a NDM-44, mas a 

NDM-1 permanece a mais relevante (BONOMO et al., 2018). A NDM, assim como as 

demais MBL, também hidrolisa todas as penicilinas, cefalosporinas e 

carbapenêmicos, porém não os monobactâmicos, como o aztreonam. Ao contrário da 

KPC, as MBL são inibidas por EDTA, mas não por avibactam (BUSH, 2018). 
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2.4 IMPACTO DE INFECÇÕES CAUSADAS POR ENTEROBACTERALES 

PRODUTORES DE ESBL E CARBAPENEMASES 

 

De acordo com o relatório publicado pelo CDC em 2019, Enterobacterales 

produtoras de ESBL foram responsáveis por mais de 197 mil casos de infecção e por 

mais de 9,1 mil mortes no Estados Unidos naquele ano, sendo que em 2013, foram 

em torno de 131 mil casos e 6,3 mil mortes. Quanto a Enterobacterales resistentes a 

carbapenêmicos, os dados demonstraram 11,8 mil casos e 1 mil mortes em 2013 e 

13,1 mil casos e 1,1 mil mortes em 2019 (CDC, 2019).  

Em um estudo de 2016 a 2018, realizado na Suíça, Enterobacterales 

produtoras de ESBL foram reportadas como o patógeno causador de infecção em 

45% dos pacientes (VOCK et al., 2021). Em outro estudo realizado na Europa, de 

2007 a 2019, E. coli resistentes a cefalosporinas de 3ª geração foram reportadas como 

a principal causa de infecção e de morte. Já em relação a Enterobacterales resistentes 

a carbapenêmicos, a principal espécie foi K. pneumoniae (CASSINI et al., 2019). 

Quanto às carbapenemases, a mortalidade devido a infecções causadas por bactérias 

produtoras de KPC mostrou-se mais elevada em relação àquelas causadas por 

produtoras de NDM (SEO et al., 2021). 

Além do impacto na saúde do paciente, infecções por bactéria produtoras de 

carbapenemases também levam a um impacto social e econômico. Um estudo 

realizado nos Estados Unidos estimou um gasto anual de mais US$ 78 milhões em 

decorrência de infecções causadas por Enterobacterales resistentes aos 

carbapenêmicos (NELSON et al., 2021). Mais especificamente, no Brasil, foi estimado 

um gasto de US$ 4.100,00 por paciente tratado contra uma infecção causada por 

bactéria produtora de KPC (SANTOS; SECOLI, 2019). Estes dados são 

extremamente preocupantes considerando o impacto que pode causar no sistema 

único de saúde (SUS), tendo em vista, por exemplo, o custo aproximado de R$ 

3.000,00 por dia de um dos medicamentos aplicados para combater uma infecção 

causada por KPC, o Torgena ®, cujo princípio ativo é ceftazidima/avibactam (CZA). 

 

 

  



 

 

 

 

  



 

 

2.5 TRATAMENTO DE INFECÇÕES CAUSADAS POR ENTEROBACTERALES 

PRODUTORES DE KPC E NDM 

 

Uma das estratégias de combate às infecções causadas por CRE devido a 

produção de carbapenemases é o uso de inibidores de beta-lactamases associados 

a antibióticos beta-lactâmicos.  Os inibidores mais antigos já utilizados na prática 

clínica são o ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam, em combinação com 

amoxicilina, ampicilina e piperacilina, respectivamente. Estes inibidores possuem um 

anel beta-lactâmico e, por isso, normalmente não apresentam efeito inibidor 

significativo contra bactérias produtoras de carbapenemases como KPC e NDM. Por 

outro lado, inibidores de beta-lactamases mais recentes, como avibactam e 

relebactam, por serem compostos diazabiciclooctanos, e vaborbactam, um composto 

de ácido borônico, não possuem o anel beta-lactâmico e, portanto, demonstram 

atividade inibitória quando combinados com ceftazidima, imipenem e meropenem 

respectivamente, contra KPC (e outras serina carbapenemases), porém não sobre 

NDM (BUSH, 2018; BUSH; BRADFORD, 2016). É importante mencionar que, no 

Brasil, somente está disponível a combinação de CZA, conforme consulta realizada 

em dezembro de 2022 no site da ANVISA (https://consultas.anvisa.gov.br/#/). 

Anteriormente ao desenvolvimento destes novos antimicrobianos, a terapia 

antimicrobiana contra CRE por KPC invariavelmente incluía as polimixinas, um 

lipopolipeptídeo com atividade contra a maioria dos bacilos Gram negativos 

(RIGATTO; FALCI; ZAVASCKI, 2019; TRAN et al., 2016). Uma revisão, que traz as 

polimixinas como uma das opções de tratamento contra infecções por CRE produtores 

de KPC, coloca como pontos positivos a alta taxa de suscetibilidade dos isolados 

bacterianos a esta classe e o baixo custo; contudo nos pontos negativos estão a 

imprevisibilidade da farmacocinética da colistina, o alto risco de nefrotoxicidade e as 

altas taxas de mortalidade em pacientes recebendo colistina em comparação com 

pacientes recebendo tratamento que incluía inibidores de beta-lactamase (PORRECA; 

SULLIVAN; GALLAGHER, 2018).   Mais recentemente, CZA tem sido a droga 

preferencial contra KPC, conforme recomendações da European Society of Clinical 

Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) e da Infectious Diseases Society of 

America (IDSA) (PAUL et al., 2022; TAMMA et al., 2022). Ainda que KPC continue 

sendo a carbapenemase mais frequentemente identificada em isolados clínicos, a 

prevalência de NDM e, ainda mais preocupantemente, da coprodução de KPC e NDM 

https://consultas.anvisa.gov.br/#/
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por um mesmo isolado bacteriano vem aumentando (DONG et al., 2017; DU et al., 

2017; GAO et al., 2020; LIU et al., 2019; PEREIRA et al., 2015; QUILES et al., 2015; 

SEIFFERT et al., 2014). No entanto, contra infecções por CRE produtores de NDM, 

CZA não seria uma opção viável, visto que, como já mencionado, o avibactam não 

inibe MBL. Outro antimicrobiano recentemente desenvolvido é o cefiderocol, uma 

cefalosporina siderófora, que apresenta atividade contra MBL, porém este antibiótico 

ainda não foi liberado no Brasil e, além disso, uma revisão sistemática sobre a 

atividade deste antimicrobiano demonstrou uma taxa de suscetibilidade (considerando 

sensível ≤ 4 mg/L) de apenas 83,4% frente a Enterobacterales produtores de NDM 

(WANG et al., 2022). Devido ao desenvolvimento destes novos antimicrobianos, 

especialmente aqueles que são combinados com novos inibidores de beta-

lactamases, passou a ser necessário o desenvolvimento de metodologias de 

diagnóstico in vitro que identifiquem de forma diferencial isolados produtores de KPC 

de isolados produtores de NDM, além de isolados co-produtores.  

Com opções limitadas para o tratamento de infecções causadas por bactérias 

resistentes aos carbapenêmicos, que em sua grande maioria são multirresistentes, 

pode-se optar por terapias combinadas de antimicrobianos. De encontro a isto, a 

ESCMID e a IDSA recomendam a combinação de ATM com CZA para o tratamento 

de CRE produtores de MBL, havendo ou não a presença concomitante de uma serina 

beta-lactamase (PAUL et al., 2022; TAMMA et al., 2022). Assim, métodos para 

identificar um possível sinergismo de antibióticos combinados in vitro, que pudessem 

ser executados em uma rotina laboratorial, seriam importantes para confirmar o efeito 

sinérgico esperado e auxiliar no tratamento.  

 

 

 

  



 

 

 

2.6 ATUALIDADES EM ANTIBIOGRAMA 

 

As principais metodologias para determinação da suscetibilidade de uma 

bactéria a um determinado antimicrobiano são as técnicas de disco-difusão (Kirby-

Bauer) e microdiluição em caldo. A técnica de disco-difusão classicamente determina 

se a bactéria é sensível, intermediária ou resistente a um determinado antimicrobiano, 

de acordo com pontos de corte estabelecidos por uma padronização. A microdiluição 

em caldo, da mesma forma, também determina a classificação qualitativa da 

suscetibilidade bacteriana, mas também fornece um dado quantitativo – a 

concentração inibitória mínima (MIC, do inglês minimum inhibitory concentration), 

capaz de inibir o crescimento bacteriano. Os pontos de corte estão definidos nas 

padronizações publicadas por comitês ou instituições, sendo que atualmente a 

recomendada no Brasil é a do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptiblity 

Testing (BrCAST), derivada da padronização do European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (CLINICAL AND LABORATORY 

STANDARDS INSTITUTE (CLSI), 2015; EUROPEAN COMMITTEE FOR 

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING, 2003; INTERNATIONAL 

ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2019; MATUSCHEK; BROWN; 

KAHLMETER, 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018a).  

Tanto a técnica de disco-difusão quanto a de microdiluição em caldo 

necessitam em torno de 16 a 20 horas de incubação para a leitura do resultado final. 

Visando diminuir o tempo necessário para liberação do resultado do antibiograma, 

outras metodologias vêm sendo propostas, entre elas o teste de suscetibilidade 

antimicrobiana rápido (RAST, do inglês rapid antimicrobial susceptibility testing). Esta 

metodologia consiste em realizar o antibiograma por disco-difusão diretamente de 

frascos de hemocultura positivos e é o único teste rápido, para determinação da 

suscetibilidade, padronizado e validado pelo EUCAST. Os tempos de incubação 

variam entre 4, 6 e 8 horas, porém possui pontos de corte somente para as espécies 

E. coli, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa e 

Streptococcus pneumoniae (EUROPEAN COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL 

SUSCEPTIBILITY TESTING, 2022). 

É importante salientar que recentemente houve uma mudança na definição da 

categoria intermediária, que indicava que o efeito terapêutico era incerto. Este efeito 
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incerto significava que a infecção poderia ser tratada em sítios anatômicos nos quais 

o fármaco fica concentrado ou com a aplicação de uma dosagem mais alta, mas o 

efeito incerto poderia também indicar uma zona tampão, na qual alguns fatores 

técnicos incontroláveis seriam prevenidos, evitando discrepâncias maiores nas 

interpretações. Atualmente, conforme o EUCAST, o significado tradicional do  

intermediário foi dividido em “sensível, aumentando exposição” e “área de incerteza 

técnica” (AIT). O primeiro indica que há probabilidade de sucesso terapêutico quando 

houver aumento da exposição da bactéria ao antibiótico, que é dependente do modo 

de administração, dosagem, intervalo de dosagem, tempo de infusão, distribuição e 

metabolismo do antimicrobiano. Desta forma, o conceito atual de intermediário 

(sensível, aumentando exposição), não engloba eventuais fatores técnicos que 

interfiram no resultado. As questões relacionadas a problemas técnicos estão 

atualmente englobadas na classificação “AIT”, que também possui pontos de corte, 

porém é independente da categorização do isolado em “sensível, dose padrão” (S), 

“sensível, aumentando exposição” (I) e “resistente” (R). As categorias S e R 

permaneceram essencialmente com o mesmo significado, contudo a “nova” categoria 

“I” não pode mais ser considerada como não sensível (EUROPEAN COMMITTEE ON 

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING, 2020; KAHLMETER; EUROPEAN 

COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING, 2019). 

 

 

 

  



 

 

 

2.7 TESTES DE SINERGISMO 

 

Tendo em vista a baixa produção de novos antimicrobianos, terapias 

combinadas vêm sendo utilizadas para o tratamento de doenças infecciosas por 

bactérias multirresistentes. No entanto, as terapias combinadas são utilizadas de 

forma empírica, pois não há métodos práticos para determinação de sinergismo 

realizados em rotina de laboratórios de microbiologia. Considera-se o teste curva de 

tempo-morte (TK, do inglês time-kill) o teste padrão que pode identificar in vitro a 

ocorrência de sinergismo e efeito bactericida na combinação de antimicrobianos. 

Nesta metodologia, é realizada uma macrodiluição em caldo com antimicrobianos 

isolados e combinados, geralmente em concentrações de 0,5x, 1x e 2x a MIC. Em 

cada tubo, que é incubado por 24 horas, é adicionada uma suspensão bacteriana em 

fase de crescimento (fase log) e, nos tempos 0, 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas, alíquotas são 

retiradas de cada tubo e diluídas em série. Cada diluição é inoculada em placa 

contendo meio de cultura, que é incubada overnight. Após a incubação, as unidades 

formadoras de colônias (UFC) são contadas e plotadas em um gráfico que relaciona 

log10 de UFC/mL com os tempos de incubação dos tubos, formando as curvas de 

tempo-morte. Uma redução ≥ 2 log10 na contagem de UFC da combinação de 

antimicrobianos em relação ao antimicrobiano individualmente mais ativo caracteriza 

a ocorrência de sinergismo, enquanto que um aumento ≥ 2 log10 de UFC determina 

antagonismo. Já uma redução ≥ 3 log10 na contagem de UFC no tempo de 24 horas, 

em relação ao tempo 0 (zero), indica um efeito bactericida (LEBER, 2016). 

Outro método bastante utilizado é o checkerboard (CB), no qual é realizada 

uma microdiluição em caldo, semelhante à realizada para antibiograma, com variadas 

concentrações de antimicrobianos isoladamente e combinados. Após a adição de uma 

suspensão bacteriana e incubação, determina-se a MIC dos dois antimicrobianos 

(hipoteticamente denominados A e B) isoladamente e combinados e calcula-se o 

índice de concentração inibitória fracionada (FICI, do inglês fractional inhibitory 

concentration index), de forma que FICI = (MICA + B / MICA individualmente) + (MICB + A / 

MICB individualmeante). Uma FICI ≤ 0,5 indica sinergismo, uma FICI > 0,5 e ≤ 4 é 

considerada indiferente e uma FICI > 4 caracteriza antagonismo (LEBER, 2016).  

Cabe mencionar que os métodos TK e CB são trabalhosos, demandam tempo 

e expertise técnica, o que os torna inviáveis para serem executados em um laboratório 

de rotina de microbiologia. Desta forma, outros métodos mais simples também foram 
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propostos, como o método de disco-aproximação. Neste, observa-se uma inibição do 

crescimento bacteriano, comumente chamada de “zona fantasma”, na região entre 

dois discos que são colocados próximos na placa do antibiograma. A presença da 

zona fantasma indica a ocorrência de sinergismo. É interessante mencionar que esta 

metodologia fornece um resultado qualitativo, sendo mais indicada como um teste de 

screening (LEBER, 2016). Outro método é o disco-combinado, no qual combina-se os 

dois antimicrobianos no mesmo disco e compara-se o tamanho do halo deste disco 

com os discos dos antimicrobianos testados isoladamente. Ocorrendo uma diferença 

no tamanho dos halos, supõe-se a ocorrência de sinergismo (MARSHALL et al., 2017). 

Além destes, métodos utilizando fitas de gradiente de concentração, como a razão 

MIC:MIC (técnica de utilização de duas fitas de gradiente com sobreposição das MIC 

de cada um dos antimicrobianos no mesmo local), sobreposição direta de fitas e fitas 

cruzadas, foram propostos. No entanto, estes três métodos apresentaram baixas 

taxas de concordância em relação ao teste de TK (PANKEY; ASHCRAFT; 

DORNELLES, 2013).  

Considerando o aumento da prevalência de NDM e da co-produção de serina 

e MBL, testes simples, como os de disco-aproximação (FALCONE et al., 2020) e de 

disco-combinado (MARSHALL et al., 2017), têm sido avaliados para a detecção de 

sinergismo para a combinação de ATM e CZA. Estes estudos demonstraram a 

ocorrência de sinergismo e a recuperação do tamanho de halo de inibição que 

indicava suscetibilidade no antibiograma para os dois antimicrobianos, supondo uma 

atividade sinérgica. Já com o uso de fitas de gradiente de concentração, um estudo 

que realizou os métodos razão MIC:MIC e fitas cruzadas demonstrou sinergismo para 

ATM com CZA em cepas co-produtoras de serina e MBL, porém não relacionou estes 

achados com testes de TK (AVERY; NICOLAU, 2018). Por outro lado, outros estudos 

demonstraram haver sinergismo desta mesma combinação, mas com a técnica de TK, 

para cepas produtoras de NDM ou co-produtoras de serina e MBL (BIAGI et al., 2019; 

ZHANG et al., 2018). O sinergismo para cepas co-produtoras de serina e MBL pode 

ser esperado quando não houver nenhum outro mecanismo de resistência presente. 

Entretanto, a resistência à CZA por outros mecanismos, que não a produção de 

carbapenemases, já foi relatada em diversos países (WANG et al., 2020), tornando 

importante a realização de um teste de sinergismo em laboratório de rotina de 

microbiologia. 

  



 

 

 

2.8 TESTES PARA DETECÇÃO DE CARBAPENEMASES 

 

Testes para a detecção de mecanismos de resistência podem ser fenotípicos 

ou genotípicos. Os fenotípicos detectam a expressão do gene, enquanto os 

genotípicos detectam o gene, independentemente de estar sendo expresso ou não. 

Em laboratório de rotina de microbiologia, a detecção de resistência devido à 

produção de carbapenemases em Enterobacterales inicia com a triagem da 

suscetibilidade aos carbapenêmicos no antibiograma. De acordo com as 

recomendações do EUCAST, se a bactéria apresentar um tamanho de halo para o 

disco de meropenem menor que 25 mm ou meropenem com halo entre 25-27 mm e 

piperacilina/tazobactam resistente, ou ertapenem resistente, ou MIC de meropenem 

ou ertapenem > 0,125 mg/L, deve ser realizado algum teste adicional para a 

confirmação da produção de carbapenemase. Cabe enfatizar que os pontos de corte 

utilizados como triagem para detecção de resistência são diferentes dos pontos de 

corte clínicos para determinar a suscetibilidade ao meropenem. Outro aspecto 

importante é que o meropenem é o antimicrobiano com o melhor equilíbrio entre 

sensibilidade e especificidade para triagem de genes de carbapenemases em 

contraste com o ertapenem, o qual apresenta maior sensibilidade, mas menor 

especificidade (EUROPEAN COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY 

TESTING (EUCAST), 2017). 

Os principais testes fenotípicos utilizados para confirmar a produção de 

carbapenemases incluem o Carba NP, Blue Carba, método de inativação do 

carbapenêmico (CIM, do inglês carbapanem inactivation method), método de 

inativação do carbapenêmico modificado (mCIM, do inglês modified carbapanem 

inactivation method), teste fenotípico com inibidores e testes imunocromatográficos. 

O teste Carba NP se baseia em incubar a bactéria com uma solução de imipenem; 

havendo a presença de alguma carbapenemase, ocorre a hidrólise do anel beta-

lactâmico do carbapenêmico, o que leva a uma diminuição do pH e consequente 

mudança de cor do indicador vermelho de fenol de vermelho para amarelo 

(NORDMANN; POIREL; DORTET, 2012). O teste Carba NP II, que derivou do Carba 

NP, utiliza os inibidores tazobactam e EDTA, possibilitando a diferenciação das 

classes de carbapenemases: serina e MBL (DORTET; POIREL; NORDMANN, 2012). 

O Blue Carba é baseado no mesmo princípio do Carba NP, porém utiliza o indicador 

de pH azul de bromotimol, que muda a cor de azul para verde ou amarelo, ou de verde 
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para amarelo, e é realizado diretamente de colônias (PIRES; NOVAIS; PEIXE, 2013). 

Uma grande vantagem destes dois métodos é o curto tempo necessário para reportar 

o resultado, que pode variar de aproximadamente 30 minutos a 2 horas, porém uma 

desvantagem é que a mudança de cor do indicador pode ser muito sutil se a expressão 

do gene da carbapenemase for baixa, levando a um resultado dúbio ou até falso 

negativo. Uma técnica que utiliza outro princípio, o método CIM, se baseia na 

colocação de um disco de meropenem por 2 horas em uma suspensão bacteriana em 

água; posteriormente, o disco é removido e colocado em uma placa de ágar Müeller-

Hinton previamente inoculada com a cepa Escherichia coli ATCC 25922, cepa 

sensível a meropenem. Se o isolado em teste for produtor de carbapenemase, o 

antimicrobiano será degradado e a E. coli ATCC 25922 irá crescer ao redor do disco; 

se o isolado não produzir carbapenemase, haverá uma zona de inibição do 

crescimento ao redor do disco. Este método necessita uma incubação de pelo menos 

6 horas ou overnight (VAN DER ZWALUW et al., 2015). A diferença do método CIM 

em relação ao mCIM é que este utiliza meio de cultura ao invés de água e 

obrigatoriamente necessita incubação overnight (PIERCE et al., 2017). Quando 

realizado em conjunto com o mCIM, o eCIM (do inglês EDTA-modified carbapenem 

inactivation method) pode diferenciar a enzima carbapenemase no grupo serina ou no 

grupo MBL por incubar mais um tubo contendo EDTA (SFEIR et al., 2019). 

O teste fenotípico com bloqueadores de carbapenemases é baseado em teste 

de disco-difusão do isolado suspeito de ser produtor de carbapenemase contendo 

pelo menos 4 discos de um ou dois carbapenêmicos (meropenem e imipenem): 1 

disco contendo o antibiótico isoladamente, 1 disco contendo o antibiótico com ácido 

fenilborônico ou aminofenilborônico, 1 disco contendo o antibiótico com EDTA ou 

ácido dipicolínico e 1 disco contendo o antibiótico com cloxacilina. Para a interpretação 

dos resultados, considera-se a avaliação de eventual sinergia, ou seja, o aumento no 

tamanho do halo ≥ 5 mm no disco com algum inibidor em relação ao disco sem inibidor, 

sendo que os resultados são determinados conforme fluxo na figura 5 (AGÊNCIA 

NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2013; GISKE et al., 2011; POURNARAS et 

al., 2013). Os métodos apresentados até aqui, quando realizados com inibidores, 

podem identificar a classe da enzima que leva à resistência, porém não a enzima 

específica. 
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Figura 5 – Fluxograma para identificação da classe da carbapenemase pelo teste fenotípico com 
inibidores. 

 
Fonte: adaptado de (GISKE et al., 2011; POURNARAS et al., 2013). AFB: ácido fenilborônico. AAFB: 

ácido aminofenilborônico. AD: ácido dipicolínico. CLOXA: cloxacilina.  

 

Mais recentemente, foram desenvolvidos os testes imunocromatográficos, os 

quais são capazes de detectar enzimas específicas, como KPC, NDM, OXA-48 like, 

VIM e IMP, provavelmente, suas diversas variantes. De forma geral, os testes 

imunocromatográficos apresentam altas sensibilidade e especificidade e o tempo para 

execução e leitura do resultado fica em torno de até 20 minutos, porém também é um 

método que depende da expressão do gene e, por ser um produto comercial, possui 

um custo bastante elevado (GLUPCZYNSKI et al., 2017; MEUNIER et al., 2016; 

RÖSNER et al., 2019).  

Da mesma forma, metodologias de biologia molecular, como a reação em 

cadeia da polimerase (PCR, do inglês polymerase chain reaction), também costumam 

apresentar alto custo, porém são considerados os métodos de referência para a 

confirmação de carbapenemases, visto que independe da expressão gênica. Na PCR, 

fragmentos de DNA são amplificados, chamados de amplicons, que são 

posteriormente detectados por algum sistema, sendo a eletroforese em gel de agarose 

o mais utilizado. A PCR seguida de um sistema de detecção costuma ser chamada 

“PCR convencional”, enquanto a variação da PCR que permite o monitoramento da 

amplificação em tempo real através da marcação com moléculas fluorescentes é 

denominada “em tempo real” ou “quantitativa” (qPCR), ou seja, nesta não há a 

necessidade de um sistema para sua detecção após amplificação. Além disso, após 

a realização da qPCR, é possível realizar uma análise quantitativa das curvas de 

dissociação dos fragmentos de DNA amplificados, chamada high resolution melting 

(HRM). Este tipo de análise pode ser aplicado para a detecção concomitante de vários 

genes de carbapenemases, o que caracteriza um ensaio multiplex. Apesar dos 
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métodos de PCR serem bastante sensíveis, não são capazes de detectar outros tipos 

de resistência além do gene específico que está sendo pesquisado (ARYA et al., 2005; 

BILOZOR et al., 2019; MACKAY, 2004; MONTEIRO et al., 2012). 

As principais características dos métodos descritos até aqui estão resumidas 

na tabela a seguir (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Características dos principais testes para detecção de carbapenemases. 

Testes Princípio 
Tempo final 

para o 
resultado 

Outras 
características 

Carba NP 
Detecção da hidrólise pela 

mudança de cor do indicador de 
pH vermelho de fenol 

~30 min a 2 h 
Não identifica a 

classe da 
carbapenemase 

Carba NP II 
Detecção da hidrólise pela 

mudança de cor do indicador de 
pH vermelho de fenol 

~30 min a 2 h 
Identifica a classe da 

carbapenemase 

Blue Carba 
Detecção da hidrólise pela 

mudança de cor do indicador de 
pH azul de bromotimol 

Até ~2 h 
Não identifica a 

classe da 
carbapenemase 

CIM e mCIM 
Detecção da hidrólise pela 

ausência de halo de inibição no 
antibiograma 

6 h ou 
overnight 

Não identifica a 
classe da 

carbapenemase 

eCIM 
Detecção da hidrólise pela 

ausência de halo de inibição no 
antibiograma 

Overnight 
Identifica a classe da 

carbapenemase 

Imunocromatográfico Detecção da enzima ~20 min 
Identifica enzimas 

específicas 

PCR Detecção do gene ~4 h 
Identifica genes 

específicos 

Fonte: da autora. 

 

 

  



 

 

 

2.9 METODOLOGIA DE MALDI-TOF MS  

 

O uso da tecnologia de MALDI-TOF MS revolucionou a rotina de laboratórios 

de microbiologia, pois permite a identificação bacteriana a nível de espécie e/ou 

gênero em poucos minutos. Para a identificação bacteriana, a colônia pode ser 

diretamente aplicada em um spot na placa do espectrômetro de massa ou pode passar 

por um processo de extração proteica prévia a sua aplicação na placa. Após a 

aplicação da bactéria ou de seu extrato proteico na placa, é acrescentada uma matriz, 

que é uma solução quimicamente saturada de um composto de baixa massa orgânica. 

Alguns exemplos de matriz são: α-ciano-4-hidroxi-ácido cinâmico (HCCA, do inglês α-

cyano-4-hydroxy-cinnamic acid), 4-cloro-α-ácido cianocinâmico, ácido sinapínico (AS, 

do inglês sinapinic acid) e 2,5-dihidroxi ácido benzoico. (CHONG et al., 2018; JANG; 

KIM, 2018; VAN BELKUM et al., 2017; WOLK; CLARK, 2018). 

Na parte “MALDI” da metodologia um laser é incidido sobre o analito e a matriz 

orgânica, transferindo energia a estes para gerar moléculas (proteínas) ionizadas. 

Este laser provoca uma ionização leve, pois não rompe as ligações moleculares 

covalentes, ao contrário da ionização forte. Imediatamente após a ionização, que 

ocorre em nanosegundos após a incidência do laser, ocorre a sublimação e dessorção 

do analito e da matriz formando uma mistura gasosa que contém íons. Essa mistura 

gasosa é submetida a um campo eletrostático que provoca a aceleração destes íons 

em direção a um tubo onde há vácuo, iniciando neste momento a parte “TOF” da 

metodologia. Ao longo do tubo, onde não há nenhuma outra força atuando devido ao 

vácuo, os íons movem-se devido à energia cinética recebida do campo eletrostático e 

o tempo que as moléculas ionizadas levam para chegar no detector ao final do tubo é 

denominado de tempo de voo (TOF). O tempo que os íons levam para passar pelo 

campo de vácuo é diretamente proporcional à carga da partícula, bem como a sua 

massa, ou seja, quanto menor a molécula, mais rapidamente ela chegará ao detector 

(menor o seu tempo de voo). Assim, é possível calcular a razão m/z, a qual será 

plotada em um espectro em relação a sua intensidade, gerando um espectro de 

massa, caracterizando a parte “MS” (CHONG et al., 2018; WOLK; CLARK, 2018). 

Para a identificação bacteriana, o espectro gerado é comparado a um banco 

de dados de espectros, possibilitando a identificação do microrganismo. As principais 

proteínas avaliadas para identificação são as ribossômicas, que são as proteínas mais 

conservadas na evolução das espécies bacterianas.  As proteínas ribossomais são, 
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portanto, únicas para cada espécie e apresentam tamanho entre 2.000 e 20.000 Da. 

(CHONG et al., 2018; WOLK; CLARK, 2018). 

O modo de funcionamento da metodologia descrita acima denomina-se modo 

linear, pois as moléculas passam apenas por um caminho linear até o detector. Existe 

o modo reflectron ou TOF/TOF, no qual as moléculas, ao chegarem no final do tubo 

linear, são refletidas e direcionadas em outro sentido no qual está o detector (Figura 

6). O modo reflectron faz com que as moléculas percorram um caminho maior até o 

detector, o que permite que elas se distanciem melhor entre si, resultando em uma 

melhor diferenciação entre moléculas com m/z muito similares, ou seja, há uma 

melhora na resolução dos picos. O campo elétrico também possui os modos de íon 

positivo e negativo, de forma que o primeiro apresenta um campo que irá mover íons 

positivos e o segundo, íons negativos (LEOPOLD et al., 2018). 

 

Figura 6 – Funcionamento de um equipamento de MALDI-TOF/MS. Pode-se visualizar a melhor 
resolução molecular em m/z no espectro do modo reflectron. 

 
Fonte: adaptado de (LEOPOLD et al., 2018). 

 

Apesar de ter um elevado custo inicial para aquisição do equipamento, o custo 

dos insumos por análise na metodologia de MALDI-TOF MS é bastante baixo. Além 

disso, a maior vantagem desta metodologia, como já mencionado, é a rapidez da 
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análise, pois permite a identificação do microrganismo em apenas alguns minutos 

(JANG; KIM, 2018).  

 

 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

2.10 DETECÇÃO DE MECANISMOS DE RESISTÊNCIA E ANTIBIOGRAMA POR 

MALDI-TOF MS 

 

A utilização da metodologia de MALDI-TOF MS com outras finalidades além da 

identificação microbiana começou a ser avaliada em 2000, com a utilização da 

metodologia para detecção de Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) 

(EDWARDS-JONES et al., 2000). Contudo, somente a partir de 2007 que houve um 

incremento de estudos de detecção de resistência e testes de suscetibilidade por 

MALDI-TOF MS com trabalhos que demonstraram as seguintes possibilidades: a 

utilização da técnica para a identificação de beta-lactamase que leva à resistência à 

ampicilina (CAMARA; HAYS, 2007), a realização de teste de suscetibilidade ao 

fluconazol para Candida albicans (MARINACH et al., 2009), a detecção da atividade 

hidrolítica de carbapenemases (HRABÁK et al., 2011), teste de suscetibilidade 

bacteriana com e sem marcação de isótopos estáveis (DEMIREV et al., 2013; LANGE 

et al., 2014),  entre outros. De forma geral, os testes com a metodologia de MALDI-

TOF MS propostos até o momento podem ser agrupados conforme seu objetivo, ou 

seja, uma abordagem relacionada especificamente ao mecanismo/antimicrobiano ou 

uma abordagem universal. Na primeira, pode-se determinar mudanças do composto 

antimicrobiano devido à presença de algum mecanismo de resistência ou identificar 

picos específicos no espectro relacionados a um determinado mecanismo de 

resistência. Na segunda abordagem, analisa-se o crescimento microbiano na 

presença de antimicrobianos (IDELEVICH; BECKER, 2021). 

 

 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

2.10.1 Metodologias de hidrólise 

 

As metodologias para detecção de hidrólise do antimicrobiano por MALDI-TOF 

MS se baseiam na incubação da bactéria com uma solução contendo antibiótico por 

um determinado período e, posteriormente, o sobrenadante é analisado no 

espectrômetro de massa. No espectro gerado, verifica-se a presença ou ausência de 

picos com massa/carga (m/z) que são específicos da molécula intacta do 

antimicrobiano ou de seus metabólitos. A presença de picos do antimicrobiano intacto, 

bem como de eventuais picos referentes aos seus metabólitos não-hidrolisados 

(moléculas naturalmente hidrogenadas, por exemplo), indica a ausência de hidrólise, 

no caso de enzima beta-lactamase se for um antibiótico beta-lactâmico. Por outro lado, 

a ausência do pico referente ao antimicrobiano intacto e a presença de metabólitos 

hidrolisados evidencia uma atividade hidrolítica, ou seja, a presença de uma beta-

lactamase (HRABÁK; CHUDÁC ̌KOVÁ; WALKOVÁ, 2013).  

Cada antimicrobiano apresenta diferentes picos e, portanto, diferentes m/z, 

referentes a sua molécula intacta ou a seus metabólitos ionizados empregados em 

testes de hidrólise por MALDI-TOF MS (Tabela 2). A hidrólise de cefalosporinas de 3ª 

geração pode indicar a presença de ESBL e/ou carbapenemases, enquanto que a 

hidrólise de carbapenêmicos indica a presença de carbapenemases (OVIAÑO et al., 

2017). 

 

Tabela 2 – Moléculas intactas não ionizadas e ionizadas e seus metabólitos ionizados. 

Antimicrobiano Moléculas intactas Metabólitos 

Cefotaxima 

455,5 g/mol [M] 
456,5 m/z [M + H]+ 

478,5 m/z [M + Na]+ 

396,5 m/z [M-X + H]+ 

414,5 [MHidrol. -X + H]+ 
370,5 [MHidrol. Descarb. -X + H]+ 

Ceftazidima 
546,6 g/mol [M] 
547,6 m/z [M + H]+ 

468,6 m/z [M-X + H]+ 

486,6 [MHidrol. -X + H]+ 
442,6 [MHidrol. Descarb. -X + H]+ 

Ertapenem 

475,5 g/mol [M] 
476,5 m/z [M + H]+ 

498,5 m/z [M + Na]+ 

514,5 m/z [M + K]+ 

520,5 m/z [M + 2 Na]+ 

536,5 m/z [M + Na + K]+ 

542,5 m/z [M + 3 Na]+ 

494,5 m/z [MHidrol. + H]+ 

516,5 m/z [MHidrol. + Na]+ 

538,5 m/z [MHidrol. + 2 Na]+ 

554,5 m/z [MHidrol. + Na + K]+ 

450,5 m/z [MHidrol. Descarb. + H]+ 

472,5 m/z [MHidrol. Descarb. + Na]+ 

488,5 m/z [MHidrol. Descarb. + K]+ 

Meropenem 

383,4 g/mol [M] 
384,5 m/z [M + H]+ 

406,5 m/z [M + Na]+ 

428,5 m/z [M + 2 Na]+ 

358,5 m/z [MHidrol. Descarb. + H]+ 

380,5 m/z [MHidrol. Descarb. + Na]+ 
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X: acetil para cefotaxima, piridina para ceftazidima. Hidrol.: hidrolisada. Descarb.: descarboxilada. 
Fonte: adaptado de (BRUKER, 2015). 

 

Para a detecção de carbapenemases, diversos estudos foram realizados com 

a técnica de hidrólise, com diferentes tempos de incubação (de 20 minutos a 4 horas), 

avaliando diversos antimicrobianos (ertapenem, imipenem e meropenem) e várias 

espécies (Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp.). Além 

disso, também foram desenvolvidas e avaliadas diferentes formas de interpretação da 

análise do espectro para determinar a ocorrência de hidrólise. Inicialmente, foi 

proposta a análise visual, baseada apenas na observação da presença ou ausência 

dos picos da molécula intacta e de seus metabólitos e, portanto, classificando a 

bactéria em hidrolítica ou não-hidrolítica. Entretanto, da mesma forma que os métodos 

fenotípicos para detecção da hidrólise citados anteriormente, este método de 

avaliação também pode acabar sendo subjetivo, principalmente se a bactéria testada 

possui uma fraca expressão do gene da beta-lactamase. Assim, como é possível 

avaliar a intensidade do pico que é relativa à quantidade da molécula, os valores das 

intensidades podem ser aplicados em cálculos para determinar quantitativamente se 

há ou não hidrólise, a partir da determinação de um ponto de corte (BURCKHARDT; 

ZIMMERMANN, 2011; GHEBREMEDHIN et al., 2016; HRABÁK et al., 2011; JUNG et 

al., 2014; KOST et al., 2017; LASSERRE et al., 2015; LEE et al., 2018; MILTGEN et 

al., 2018; OVIAÑO et al., 2016; YU et al., 2018). 

Um método automatizado para calcular a hidrólise foi desenvolvido pela 

empresa Bruker, o módulo MBT STAR-BL, que é implementado ao software de 

identificação Compass (Bruker Daltonics). As intensidades dos picos são utilizadas 

para calcular o logRQ, que é o logaritmo da razão da soma das intensidades das 

formas hidrolisadas em relação à soma das intensidades das formas não-hidrolisadas. 

Assim, um alto valor de logRQ indica alta atividade hidrolítica e um baixo valor de 

logQR indica baixa ou ausência de atividade hidrolítica (BRUKER, 2015; KAWAMOTO 

et al., 2018).  

Apesar destas metodologias para detecção de hidrólise descritas acima não 

conseguirem identificar especificamente qual é a enzima responsável pela hidrólise, a 

realização em um curto espaço de tempo e uma medida quantitativa são boas 

vantagens sobre os métodos fenotípicos com indicador de pH, visto que bactérias com 

baixa expressão do gene de carbapenemase ou cuja enzima possua baixo poder 
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hidrolítico poderiam ser detectados através de uma quantificação (HRABÁK et al., 

2011).  

 

 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

2.10.2 Detecção direta de KPC 

 

A detecção direta, a partir de colônias crescidas em ágar, de carbapenemases 

como a enzima KPC, por MALDI-TOF MS foi avaliada em diversos estudos. A KPC 

seria identificada por esta metodologia quando fosse possível observar um pico 

aproximado de 11.109 m/z, o qual representa um produto clivado da proteína 

pKpQIL_p019 (p019), cuja massa molecular hipotética é 11.107,8 Da. Esta proteína 

foi relacionada a plasmídeos carreadores do gene blaKPC, que leva à produção da 

enzima KPC. Assim, o produto da proteína p019, de tamanho 11.109 m/z, é 

considerado um marcador de plasmídeos que contêm o gene (LAU et al., 2014). 

Alguns estudos, utilizando o pico 11.109 m/z, apresentaram resultados variáveis 

quanto à sensibilidade do método, pois isolados que não apresentam o pico 11.109 

m/z poderiam ter uma baixa expressão do gene ou o plasmídeo simplesmente não 

possuía o gene que leva à produção da p019 (FIGUEROA-ESPINOSA et al., 2019; 

GAIBANI et al., 2016; LAU et al., 2014; ROCCO et al., 2019; YOUN et al., 2016). 

Outros estudos foram capazes de detectar a molécula intacta da KPC-2, que 

possui tamanho hipotético de 28.477 Da. A molécula da KPC-2 foi identificada com 

tamanhos aproximados de 28.544 m/z (FIGUEROA-ESPINOSA et al., 2019) e de 

28.719 m/z (YOON et al., 2020). Para a identificação inicial do pico referente à 

molécula da KPC, foi construído um plasmídeo recombinante sendo que para esta 

construção, o gene da KPC-2 foi amplificado por PCR e clonado em um vetor pK19, 

que foi transformado em uma Escherichia coli TOP10. Após seleção da E. coli TOP10 

em meio contendo imipenem, seu extrato proteico foi analisado por MALDI-TOF MS 

em um range que abrangia a massa hipotética da KPC. Através de um software, foi 

possível detectar a presença de um pico próximo ao tamanho hipotético da KPC. 

Posteriormente, este pico se mostrou presente em todos os isolados que haviam sido 

previamente identificados como produtores de KPC por métodos moleculares e estava 

ausente nos isolados negativos para KPC (FIGUEROA-ESPINOSA et al., 2019). 

Quanto a outras enzimas, estudos identificaram picos marcadores de uma beta-

lactamase produzida por E. coli resistente à ampicilina (CAMARA; HAYS, 2007), da 

cefalosporinase CMY-2-like (PAPAGIANNITSIS et al., 2014), de TEM-1, do grupo 

CTX-M-1 e de VIM-1 (HART et al., 2015). Interessantemente, até o momento, não 

foram encontrados estudos publicados que tenham buscado a identificação de picos 

marcadores para NDM. 



 

 

 

 

 

  



 

 

 

2.10.3 Determinação da suscetibilidade por MBT-ASTRA 

 

A metodologia chamada MALDI Biotyper – antibiotic susceptibility test rapid 

assay (MBT-ASTRA) tem como princípio avaliar diferenças nos espectros de uma 

mesma bactéria que foi incubada na presença e na ausência de antimicrobiano. Nesta 

metodologia, a bactéria é incubada em 2 tubos: (1) um tubo contendo apenas meio de 

cultura; e (2) outro tubo com meio de cultura e antimicrobiano. Após um tempo de 

incubação, é realizada a extração proteica sendo que durante o processo de extração, 

adiciona-se um um padrão interno, geralmente RNase B, aos dois tubos. Em seguida, 

estes extratos proteicos bacterianos com o controle interno são analisados por MALDI-

TOF MS. Na análise de um espectro de massa, após subtrair a baseline (ruído), todos 

os picos têm suas intensidades arbitrárias (a.u., do inglês arbitrary units) 

transformadas em intensidades relativas de 0 a 1 em comparação à intensidade do 

maior pico. Após a normalização dos espectros, a área sob a curva (AUC, do inglês 

area under the curve) do espectro da bactéria incubada com o antimicrobiano é 

comparada com a AUC do espectro da bactéria incubada sem o antimicrobiano. Esta 

comparação é expressa pela razão AUCCom antibiótico / AUCSem antibiótico, gerando um valor 

que é denominado de crescimento relativo (CR). Assim, uma razão AUCCom antibiótico / 

AUCSem antibiótico, ou seja, um valor de CR, próximo a 1 indica que a bactéria é resistente 

ao antimicrobiano, já que não houve alteração na sua taxa de crescimento no tubo 

com antimicrobiano em comparação ao tubo sem o antimicrobiano. Por outro lado, um 

CR próximo à zero indica sensibilidade ao antimicrobiano (LANGE et al., 2014).  

Alguns estudos de MBT-ASTRA já realizados demonstraram bons resultados 

para as combinações cefotaxima-E. coli, meropenem-Klebsiella pneumoniae, 

meropenem-Pseudomonas aeruginosa, tobramicina-K. pneumoniae, tobramicina-P. 

aeruginosa, tobramicina-Acinetobacter baumannii (LANGE et al., 2014; SPARBIER; 

SCHUBERT; KOSTRZEWA, 2016). A técnica também foi desenvolvida para 

Pasteurella multocida (VAN DRIESSCHE et al., 2018), Bacteroides fragilis 

(JUSTESEN et al., 2018) e micobactérias (CEYSSENS et al., 2017). Além destes 

estudos, que realizaram a técnica a partir da colônia crescida em ágar, outros também 

conseguiram realizá-la diretamente a partir do crescimento bacteriano em frascos de 

hemocultura (AXELSSON; REHNSTAM-HOLM; NILSON, 2019; JUNG et al., 2016; 

SAUGET; BERTRAND; HOCQUET, 2018). 
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Os estudos citados acima utilizam, para a análise dos espectros e cálculo do 

CR, um software protótipo da empresa Bruker, fabricante de espectrômetros de 

massa, ou o software R com o pacote MALDIquant, disponível gratuitamente. No 

entanto, o software protótipo não está disponível comercialmente, enquanto o R 

necessita conhecimento aprofundado em informática. Uma alternativa ao uso destes 

softwares é a análise dos espectros de forma manual, ainda pouco explorada, já que 

não há estudos publicados com esta adaptação. Na análise manual, conforme 

sugerido por um trabalho (dados não publicados) realizado no Laboratório de 

Pesquisa em Resistência Bacteriana – LABRESIS, os valores da AUC ou da 

intensidade de 3 picos da bactéria e de 3 picos do padrão interno são inseridos em 

um cálculo (Figura 7) que também fornece o CR. 

 

 

Figura 7 – Cálculo do crescimento relativo (CR). A razão da área sob a curva (AUC) da bactéria pela 
AUC da RNase B representa a normalização. 

 
Fonte: da autora. 

 

As principais vantagens do MBT-ASTRA consistem na rapidez do resultado e 

na determinação da suscetibilidade, que poderia ser detectada, a princípio, para 

qualquer bactéria frente a qualquer antimicrobiano, já que utiliza a taxa de crescimento 

bacteriano independentemente do mecanismo de resistência (HRABÁK; 

CHUDÁČKOVÁ; PAPAGIANNITSIS, 2014). É interessante mencionar que, 

considerando que métodos para avaliação de sinergismo se baseiam em princípios 

do antibiograma, ou seja, determinam de certa forma a taxa de crescimento 

bacteriano, ainda não há estudos avaliando, por MALDI-TOF MS, o sinergismo de 

antimicrobianos combinados. 

 

 



 

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

Bactérias da ordem Enterobacterales, como Klebsiella pneumoniae e 

Escherichia coli, são os principais bacilos Gram negativos responsáveis por diversos 

tipos de infecções. Isolados dessas espécies resistentes a carbapenêmicos estão 

relacionados com taxas aumentadas de morbidade e mortalidade, cuja principal causa 

é a terapia antimicrobiana inadequada (CIZMAN; SROVIN, 2018; 

THEURETZBACHER, 2017). A resistência bacteriana é uma ameaça que vem 

crescendo, primeiramente pela alta disseminação das carbapenemases KPC e, mais 

recentemente, da NDM, que levam à resistência aos carbapenêmicos (BONOMO et 

al., 2018; WINK et al., 2020).  

O Center for Disease Control and Prevention (CDC), em 2013, classificou as 

bactérias da ordem Enterobacterales resistentes aos carbapenêmicos como ameaça 

urgente (de maior risco) à saúde humana, mantendo esta classificação também em 

2019 (CDC, 2019). Isso significa que são consideradas ameaças à saúde pública, 

necessitando ações urgentes e imediatas. Em 2017, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) estabeleceu uma lista de prioridade global de bactérias resistentes a 

antimicrobianos para guiar a pesquisa e o desenvolvimento de novos antimicrobianos, 

colocando as bactérias da ordem Enterobacterales resistentes aos carbapenêmicos e 

às cefalosporinas de 3ª geração, Pseudomonas aeruginosa resistente aos 

carbapenêmicos e Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenêmicos como as 

bactérias de prioridade “Crítica” (Prioridade 1). A OMS lançou, em 2015, um plano de 

ação global contra a resistência microbiana, colocando, entre outros, objetivos 

estratégicos de fortalecer o conhecimento e evidências através de vigilância e 

pesquisa e aumentar o investimento em ferramentas de diagnóstico (WHO, 2015). 

No Brasil, em 2017, a ANVISA publicou o Plano Nacional para a Prevenção e 

o Controle da Resistência Microbiana nos Serviços de Saúde, seguindo a mesma linha 

do plano de ação global da OMS. Neste plano, segundo o Boletim de Segurança do 

Paciente e Qualidade em Serviços de Saúde nº 14, de dezembro de 2016, foram 

reportadas taxas de resistência aos carbapenêmicos para K. pneumoniae de 43,3%, 

E. coli de 9,7% e Enterobacter spp. de 21,6%. Foi lançado, mais recentemente, o 

Plano de ação nacional de prevenção e controle da resistência aos antimicrobianos 

no âmbito da saúde única 2018-2020 (PAN-BR), com diversos objetivos estratégicos, 

sendo um deles o de fortalecer os conhecimentos e a base científica por meio da 
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vigilância e pesquisa, de modo que pesquisas em resistência microbiana sejam 

fomentadas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018b). 

Além da preocupação mundial sobre o aumento da disseminação de 

mecanismos de resistência bacteriana a antimicrobianos, devido ao desenvolvimento 

das novas combinações de antimicrobianos com inibidores de beta-lactamase que 

possuem efeito somente sobre determinadas enzimas, como por exemplo 

ceftazidima/avibactam que possui efeito sobre KPC, mas não sobre NDM, tornou-se 

necessária a identificação destas enzimas (BUSH, 2018). 

Assim, tendo em vista os objetivos da OMS, Ministério da Saúde e ANVISA e a 

necessidade da detecção e identificação dos mecanismos de resistência para o 

tratamento adequado imediato de infecções causadas por bactérias resistentes, a 

detecção de mecanismos de resistência e a determinação da suscetibilidade a 

antimicrobianos que forneçam resultados em poucas horas trariam enorme benefício 

para a saúde do paciente e diminuiria os custos de uma estadia hospitalar prolongada. 

Para o desenvolvimento desses ensaios rápidos, a metodologia de MALDI-TOF MS 

torna-se promissora. Existem estudos com protocolos variados utilizando as técnicas 

de detecção de hidrólise, de enzimas beta-lactamases e MBT-ASTRA, porém mais 

estudos devem ser realizados a fim de comprovar a sua aplicação em laboratórios de 

microbiologia de rotina, bem como encontrar formas mais acessíveis para sua 

utilização. 

 

 

  



 

 

 

4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver metodologias rápidas para a detecção de mecanismos de 

resistência e determinação da suscetibilidade bacteriana a antimicrobianos por 

MALDI-TOF MS. 

 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Determinar um índice quantitativo para a metodologia de detecção da 

hidrólise de meropenem em isolados de Klebsiella pneumoniae por MALDI-

TOF MS. 

2) Avaliar a detecção da enzima KPC, por MALDI-TOF MS, de bactérias 

impregnadas em papel-filtro. 

3) Avaliar uma adaptação da metodologia MBT-ASTRA para determinação da 

suscetibilidade de isolados de Enterobacterales a meropenem por MALDI-

TOF MS. 

4) Adaptar a técnica de MBT-ASTRA realizada a partir de hemocultura positiva 

com isolados Enterobacterales. 

5) Desenvolver a técnica de MBT-ASTRA para a detecção de sinergismo 

antimicrobiano de aztreonam associado a ceftazidima/avibactam em 

isolados de K. pneumoniae, relacionando com a técnica de time-kill e a 

metodologia de disco-aproximado. 

 



 

 

 

  



 

 

5 MANUSCRITOS E RESULTADOS PARCIAIS 

 

 

5.1 MANUSCRITO 1 

 

Considerando a necessidade de identificação rápida da presença de 

carbapenemases e a subjetividade na interpretação dos testes de BlueCarba e Carba 

NP quando há uma baixa atividade hidrolítica das carbapenemases, buscou-se avaliar 

as metodologias já publicadas que avaliavam a atividade hidrolítica de 

carbapenemases por MALDI-TOF MS. Também observando o princípio de 

normalização dos espectros com um padrão interno, utilizado nos testes de MBT-

ASTRA (LANGE et al., 2014), supôs-se que se a utilização de um padrão interno 

poderia fornecer uma avaliação quantitativa mais adequada para a detecção da 

atividade hidrolítica das carbapenemases. 

Desta forma, a fim de atingir o objetivo 1, realizou-se o estudo que se encontra 

concluído na forma de um artigo, publicado em 2021 no Journal of Microbiological 

Methods, sob o título Establishing a quantitative index of meropenem hydrolysis for 

the detection of KPC- and NDM-producing bacteria by MALDI-TOF MS 

(https://doi.org/10.1016/j.mimet.2021.106268). Este manuscrito encontra-se a seguir. 
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O capítulo 5.1 é constituído por artigo científico publicado, conforme referência abaixo, 

que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as 

páginas 58 – 64. 

 
 
Wilhelm CM, Forni GR, Carneiro MS, Barth AL. Establishing a quantitative index of 

meropenem hydrolysis for the detection of KPC- and NDM-producing bacteria by 

MALDI-TOF MS. Journal of Microbiological Methods. v. 187, p. 1–6, 2021. 

https://doi.org/10.1016/j.mimet.2021.106268 
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5.2 MANUSCRITO 2 

 

Dentre as novas combinações de beta-lactâmicos com inibidores de beta-

lactamases, como ceftazidima/avibactam (CZA), meropenem/vaborbactam e 

imipenem/relebactam, somente CZA foi liberada no Brasil pela ANVISA, em 2018. 

Contudo, começou a ser utilizada com mais frequência por volta de 2020, quando 

houve uma limitação dos antimicrobianos disponíveis para tratamento de bactérias 

multirresistentes durante a pandemia da COVID-19. Assim, lembrando que CZA tem 

ação sobre KPC e outras serina-carbapenemases, mas não sobre MBL, apenas a 

detecção da hidrólise dos carbapenêmicos, sem identificação da enzima, já não é mais 

suficiente para guiar o tratamento antimicrobiano.  

Um estudo desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Pesquisa 

em Resistência Bacteriana – LABRESIS aprimorou um protocolo que é capaz de 

identificar o pico específico da enzima KPC por MALDI-TOF MS (MOREIRA et al., 

2022). Paralelamente, outro estudo, também desenvolvido no LABRESIS, demonstrou 

a capacidade de identificação da bactéria, impregnada em papel de filtro, a nível de 

gênero e/ou espécie de isolados bacterianos (CARNEIRO et al., 2020). Assim, da 

mesma forma que as proteínas bacterianas são extraídas do papel-filtro para a 

identificação por MALDI-TOF MS, supôs-se que a molécula proteica da KPC também 

poderia ser identificada a partir da bactéria impregnada em papel de filtro. 

Assim, foi desenvolvido o manuscrito apresentado a seguir, a fim de atingir o 

objetivo 2. 

 

 
  



 

 

 

 

O texto completo do capítulo 5.2, que no texto completo da tese defendida ocupa o 

intervalo de páginas compreendido entre as páginas 66 – 80, foi suprimido por tratar-

se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. Apresenta 

uma avaliação da detecção da enzima KPC a partir de bactéria impregnada em papel-

filtro.  

 

 

 

  



 

 

 

5.3 MANUSCRITO 3 

 

Como mencionado anteriormente, a indicação da pesquisa de carbapenemase 

é recomendada quando houver um halo de meropenem < 28 mm ou MIC de 

meropenem > 0,125 mg/L. Isto implica no fato de que é possível haver isolados 

produtores de carbapenemases e sensíveis a meropenem. Mesmo havendo a 

produção de carbapenemases, se houver suscetibilidade ao meropenem, por 

exemplo, este ainda poderia ser uma opção terapêutica, o que torna a realização do 

antibiograma extremamente importante.  

Assim, buscando facilitar a execução da metodologia para determinação da 

suscetibilidade a antimicrobianos por MALDI-TOF MS, conforme estudos já 

publicados, desenvolveu-se o estudo a seguir, para atingir o objetivo 3. O manuscrito 

foi publicado pelo Microbiology Spectrum em janeiro de 2023, sob o título A Rapid and 

Easy Method of MALDI Biotyper Antibiotic Susceptibility Test Rapid Assay To Provide 

Early Meropenem Susceptibility Profile in Enterobacterales 

(https://doi.org/10.1128/spectrum.04375-22). 
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O capítulo 5.3 é constituído por artigo científico publicado, conforme referência abaixo, 

que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as 

páginas 82 – 92. 

 
 
Wilhelm CM, Carneiro MS, Inamine E, Barth AL. A Rapid and Easy Method of MALDI 

Biotyper Antibiotic Susceptibility Test Rapid Assay To Provide Early Meropenem 

Susceptibility Profile in Enterobacterales. Microbiology Spectrum. v. 11, n. 1, p. 1–

10, 2023. https://doi.org/10.1128/spectrum.04375-22 
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5.4 MANUSCRITO 4 

 

Com o objetivo de desenvolver testes de suscetibilidade rápidos e 

considerando que os estudos que avaliaram a metodologia de MBT-ASTRA 

realizaram pré-processamentos variados previamente à incubação com 

antimicrobianos, avaliou-se essa metodologia diretamente a partir de hemocultura 

para meropenem e ceftazidima/avibactam. É importante notar que ainda não foram 

encontrados estudos que tenham avaliado a metodologia MBT-ASTRA com 

ceftazidima/avibactam. Assim, para contemplar o objetivo 4, foi desenvolvido um 

protocolo de MBT-ASTRA para ser utilizado diretamente de frascos de hemocultura 

conforme o manuscrito a seguir. 

 

 

  



 

 

 

 

O texto completo do capítulo 5.4, que no texto completo da tese defendida ocupa o 

intervalo de páginas compreendido entre as páginas 94 – 102, foi suprimido por tratar-

se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. Demonstra 

a aplicabilidade da metodologia de MBT-ASTRA para determinar o perfil de 

suscetibilidade a ceftazidima/avibactam e a meropenem diretamente de frascos 

positivos de hemocultura. 

 

 

  



 

 

 

5.5 MANUSCRITO 5 

 

Da mesma forma que testes de sinergismo se baseiam em princípios de 

antibiograma e taxa de crescimento bacteriano, supôs-se que a metodologia de MBT-

ASTRA também poderia ser empregada para tal finalidade. Considerando o aumento 

da disseminação da enzima NDM e da produção concomitante desta enzima e da 

KPC, foi desenvolvido um estudo com MALDI-TOF MS para a determinação de 

sinergismo da combinação de aztreonam e ceftazidima/avibactam. 

Os resultados deste estudo estão apresentados no manuscrito a seguir, com a 

finalidade de atingir o objetivo 5. 

 



 

 

 

 

O texto completo do capítulo 5.5, que no texto completo da tese defendida ocupa o 

intervalo de páginas compreendido entre as páginas 104 – 126, foi suprimido por 

tratar-se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. 

Demonstra a aplicabilidade da metodologia de MBT-ASTRA para determinar 

sinergismo da combinação de aztreonam com ceftazidima/avibactam. 

 

 
 



 

 

 

 

6 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

A utilização da metodologia de MALDI-TOF MS revolucionou o campo da 

microbiologia ao permitir uma rápida identificação microbiana. No entanto, é de grande 

relevância que essa metodologia pode ser ainda mais utilizada, através da 

determinação da detecção de mecanismos de resistência, seja pela hidrólise ou pela 

detecção direta da enzima que leva à resistência, e da determinação suscetibilidade 

a antimicrobianos, incluindo a avaliação de sinergismo. 

De acordo com os resultados obtidos até o momento, pode-se concluir que: 

• foi possível estabelecer um índice quantitativo para a metodologia de MALDI-

TOF MS para detecção da hidrólise de carbapenêmicos, indicando, com mais 

confiança e menos subjetividade, a presença da atividade de 

carbapenemases; 

• foi possível detectar a enzima KPC a partir de bactérias impregnadas em 

papel-filtro; 

• foi possível estabelecer uma forma mais simples da técnica de MBT-ASTRA 

em relação à análise dos espectros e cálculo do crescimento relativo; 

• foi possível determinar o perfil de suscetibilidade a ceftazidima/avibactam e 

meropenem de isolados de Enterobacterales a partir de hemoculturas 

positivas usando a técnica de MBT-ASTRA. 

• foi possível avaliar o sinergismo da combinação de aztreonam e 

ceftazidima/avibactam a partir de colônia bacteriana de isolados de Klebsiella 

pneumoniae. 

Após o desenvolvimento das metodologias apresentadas nesta tese, pode-se 

observar que a metodologia de MALDI-TOF MS apresenta diversas vantagens, 

destacando-se a agilidade na obtenção de espectros. Entretanto, é notável que ainda 

existem algumas limitações, como a falta de ferramentas que tornem a determinação 

da taxa de crescimento bacteriano mais rápida e a baixa resolução desta técnica, 

notável ao trabalhar principalmente com moléculas de massas maiores, como a da 

molécula da KPC. Já para moléculas pequenas, como as de antimicrobianos e seus 

metabólitos, a técnica se mostrou bastante reprodutível. 

Ainda, pretende-se desenvolver um protocolo para detecção da enzima NDM, 

baseado no protocolo realizado para a detecção da enzima KPC. Além disso, 
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pretende-se testar mais antibióticos, como amicacina e tigeciclina entre outros, 

desenvolvendo um painel com a técnica de MBT-ASTRA a fim de possivelmente 

estabelecê-la como uma metodologia para determinação da suscetibilidade. Também 

será elaborado um projeto a fim de desenvolver e validar uma ferramenta web para 

processamento mais rápido dos espectros, bem como para calcular o valor do 

crescimento relativo. 

Assim, fica evidenciado que a metodologia de MALDI-TOF MS pode ser 

amplamente explorada para além da identificação bacteriana, podendo ainda ser 

complementada com outras formas de análise dos espectros, como por exemplo 

machine learning. Desta forma, acredita-se que esta metodologia pode se tornar ainda 

mais rápida e aplicável a uma rotina de um laboratório de microbiologia, agilizando os 

resultados de detecção de resistência bacteriana e perfil de suscetibilidade a 

antimicrobianos sozinhos ou combinados. 

 



 

 

 

 

7 TRABALHOS E ATIVIDADES COMPLEMENTARES 

 

 

7.1 DETECÇÃO FENOTÍPICA DE CEPAS CO-PRODUTORAS DE 

CARBAPENEMASES 

 

Há um projeto, em andamento, que tem como objetivo a detecção fenotípica de 

bactérias coprodutoras de carbapenemases. Este estudo se baseia na utilização dos 

inibidores das classes de carbapenemases e visa detectar a coprodução de 

carbapenemases: KPC e NDM, KPC e OXA-48-like, NDM e OXA-48-like.  

Parte deste estudo se tornou o trabalho de conclusão de curso da aluna 

Giovanna de Ross Forni. 
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