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1. INTRODUCAO

Segundo definicdo do Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry, as Beta-lactamases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de ami-
dos, amidinas e outras ligacdes C-N, separando a base do substrato.

A primeira classificacdo para as Beta-lactamases foi proposta por AMBLER
(1980), o qual classificou as enzimas de acordo com as suas caracteristicas mole-
culares, agrupando-as em quatro classes definidas por letras (A,B,C e D). Posteri-
ormente, BUSH et al. (1995), criaram uma classificacdo baseada em caracteristicas
funcionais e bioquimicas, dividindo as mesmas em quatro grupos numéricos (1,2,3
e 4) de acordo com seus substratos e sensibilidade aos seus inibidores. As classes
A,C e D sao Serino Beta-Lactamases e a classe B € conhecida como Metalo-Beta-
Lactamase (MBL).

Em bactérias Gram-negativas, o principal mecanismo de resisténcia aos antibio-
ticos Beta-lactamicos é a producdo de Beta-Lactamases, que sdo enzimas secre-
tadas no espaco periplasmatico dessas bactérias, as quais tém a capacidade de
hidrolisar o anel Beta-lactamico dessa classe de antibioticos, causando a sua inati-
vacdo (MUNITA; J M, ARIAS; C A, 2015). A diferengca no mecanismo de agéo é que
a classe B necessita de cétions divalentes como co-fator para exercer a sua agao
catalitica, na maioria das vezes os ions Zinco (MURPHY, T. A. et al., 2003).

Os genes gue causam este tipo de resisténcia bacteriana podem estar localiza-
dos tanto no cromossoma bacteriano (resisténcia intrinseca), quanto em pequenos
pedacos extracromossdmicos denominados plasmideos, os quais podem passar
de uma espécie bacteriana para outra (resisténcia adquirida) (ROSSI,F; ANDRE-
AZZl, D., 2005).

Cabe ressaltar que a presenca de genes de resisténcia adquiridos nao significa
necessariamente que estes genes estdo sendo expressos. Em algumas situacoes,
€ possivel detectar a presenca destes genes em amostras sensiveis ao antimicro-
biano. Portanto, seus resultados devem ser correlacionados com testes fenotipicos
in vitro (ANVISA, 2020).


mailto:giustimiller9@gmail.com
mailto:luiza.miller@ufpel.edu.br
mailto:thobias.toniolo@gmail.com
mailto:janicegiongo@hotmail.com
mailto:rodvaucher@hotmail.com

82 SEMANA

INTEGRADA XXIV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
UFPEL 2022

Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo inicial a aplicacéo de dois
meétodos fenotipicos, um automatizado e outro manual capazes de classificar as
Beta-Lactamases presentes nestes isolados bacterianos de acordo com a suas ca-
racteristicas moleculares, funcionais e bioquimicas baseadas no perfil de substrato
e susceptibilidade a inibidores e potencializadores enziméticos, classificando-as em
classes A,B ou D de AMBLER (método automatizado) e KPC, Metalo-Betalactama-
ses e AmpC plasmidial (método manual), para posteriormente confrontid-las com
um teste molecular como PCR ou LAMP (Amplificacdo Isotérmica mediada por
Loop) , os quais sao considerados o padrdo ouro na deteccao dos genes que ex-
pressam esse tipo de resisténcia.

1. METODOLOGIA

Foram analisados 80 isolados bacterianos obtidos de diferentes tipos de
amostras clinicas oriundas de diferentes unidades hospitalares, bem como de pa-
cientes atendidos nos ambulatérios do HE UFPel-EBSERH, no periodo de
18/03/2021 a 18/09/2021.

Como citado na introducao duas metodologias foram utilizadas para classificar
os diferentes tipos de Beta-Lactamases: a automatizada, na qual utilizou-se o equi-
pamento Phoenix M50-BD para a deteccao das Beta Lactamases de Espectro Es-
tendido (ESBL) e das Carbapenemases das classes A,B ou D de Ambler e um mé-
todo manual preconizado pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria para medi-
das de prevencédo e controle de Enterobactérias multirresistentes, conforme NT-
01/2013. Para a deteccao das ESBL(s) no equipamento Phoenix M50-BD utilizou-
se dois painéis 0 UNMIC/ID-407 para amostras de urina e o NMIC/ID-406 para ou-
tros tipos de amostras de bactérias Gram-negativas. Esse método se baseia no
bloqueio enzimatico por acido clavulanico em combinacdo com cefalosporinas de
terceira geracdo (Cefotaxima, Ceftazidima e Ceftriaxona) e na triagem com
Cefpodoxima-proxetil isoladamente. Segundo DRIEUX, L, et al (2008) a deteccado
fenotipica de Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) realizada através
desta metodologia apresenta uma sensibilidade que varia de 83,5% a 98,8% e uma
especificidade de 52,2% a 78% quando todas as Enterobacterales séo considera-
das no célculo. Ja para a deteccdo das Carbapenemases das classes A, B e D de
Ambler utilizou-se um outro painel , o NMIC-501-BD , o qual utiliza Meropenem,
Doripenem, Temocilina e Cloxacilina isoladamente e em combinag¢ao com diferen-
tes inibidores de carbapenemases. Segundo estudos de CROXATTO A, et al
(2020), quanto a classificacao este método foi capaz de alocar as carbapenemases
nas classes A, B, e D em 81,3% dos casos, com acuracia de 94,6%. E um método
gue apresenta alta sensibilidade e relativamente baixa especificidade, requerendo
métodos confirmatorios adicionais.

O método manual preconizado pela ANVISA fundamenta-se no método de
Kirby e Bauer (disco-difusdo), com a adicdo de solucdes inibidoras (Acido Fenil-
borénico (AFB) e Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)) e solucdes potenciali-
zadoras (Cloxacilina) aos discos de Imipenem e Meropenem visando a potenciali-
zacao ou inibicdo de carbapenemases especificas (KPC, Metalo-Betalactamases
ou AmpC plasmidial.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1
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Ocorréncia por Género e Espécie Bacterianos Quanto a Producao de Beta-Lactamases
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Conforme evidenciado na figura 1, o género bacteriano que apresentou o
maior percentual de producdo de Beta-lactamases foi o género Klebsiella . De
acordo com CASEWELL, M.W., DESAI N. (1983), a predilecao por este género é
explicada devido ao fato de esses organismos apresentarem fatores para sobrevi-
véncia maior do que outras enterobactérias em tecidos como pele e superficies,
facilitando a disseminacao da infec¢éo de cepas com esse tipo de resisténcia.

De acordo com a figura 2 podemos evidenciar um maior percentual de
producéo de Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL)(46,3%), o que tem
uma grande importancia clinica, visto que esse mecanismo de resisténcia ¢ medi-
ado por plasmidios, facilitando a transmisséao horizontal (LIVERMORE D.M.,1995).
Além disso, a extensao do espectro de resisténcia para cefalosporinas de espectro
ampliado (32 e 42 geracdo) impde limites para a utilizagéo de drogas da classe dos
beta-lactamicos, podendo aumentar a prescricdo de drogas de amplo espectro
como os carbapenémicos (BUSH K.,1996). Isto de certa forma evidencia ou explica
0 segundo maior percentual observado no grafico, que seria de ESBL juntamente
com carbapenemases da Classe A(30%), onde se incluiria as KPC(s), as quais po-
dem ter adquirido este tipo de resisténcia devido a pressao seletiva sofrida devido
ao uso exacerbado de antibiéticos carbapenémicos, principalmente durante a pan-
demia de SARS COV-2. Como terceiro maior percentual observamos as ESBLS,
somadas as carbapenemases da classe B(10%), onde se incluiria as Metalo-Beta-
Lactamases (MBL) que podem carrear o gene bla NDM, o qual teve o primeiro caso
relatado no Brasil em 2013, segundo CARVALHO A. et al. (2013), e a partir de
entdo se espalhou para diversos Estados Brasileiros. Uma das maiores preocupa-
¢cOes atuais dos orgaos de controle sanitario € a propagacao de bactérias que apre-
sentem a coproducéo de carbapenemases (KPC e NDM), o que dificulta bastante
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o tratamento dos pacientes infectados. Porém essa coproducao ainda nao foi evi-
denciada pelas duas metodologias utilizadas no nosso estudo.

3. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos no presente estudo conseguiremos fazer uma
selecédo das principais Beta-Lactamases encontradas na instituicdo e a partir dai
partir para uma segunda etapa do projeto que é a de caracterizacéo genotipica das
amostras através da aplicacdo de um método de LAMP, descrita inicialmente por
Notomi e colaboradores (2000), a qual apresenta grande especificidade quando
comparada a técnica de PCR convencional e com isso relacionarmos a presenca
dos genes codificadores desse tipo de resisténcia com sua expressao.
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