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RESUMO

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria de importancia médica oportunista, presente em ambientes hospitalares, podendo ser considerada uma
infec¢do grave quando adquirida por pacientes imunocomprometidos. Possui uma grande variabilidade de mecanismos de resisténcia antimicrobiana,
sendo a mais perigosa a produgdo de carbapenemases, o que torna o tratamento clinico um desafio. Os carbapenémicos sdo considerados antibidticos
de ultima escolha, geralmente indicados no tratamento de infecgdes causadas por bactérias multirresistentes. Contudo, seu uso vem sendo
progressivamente limitado devido ao aumento significativo dos mecanismos de resisténcia, especialmente pela presenga de cepas produtoras de
carbapenemases, o que reduz a eficacia dessa classe de antimicrobianos na pratica terapéutica. Sobre esse viés, os métodos fenotipicos mCIM (Modified
Carbapenem Inactivation Method) e eCIM (EDTA-modified Carbapenem Inactivation Method) vém sendo recomendados pelo CLSI, demonstrando-se uma
ferramenta de facil uso e acessivel para triar as P. aeruginosa produtoras de carbapenémicos. Este artigo tem como objetivo principal avaliar a resisténcia
de cepas de origem clinica de P. aeruginosa por meio dos métodos fenotipicos mCIM (Modified Carbapenem Inactivation Method) e eCIM (EDTA-modified
Carbapenem Inactivation Method). Foram utilizadas cepas de P. aeruginosa de origem clinica, previamente isoladas em dgar Mueller-Hinton, e uma cepa
de controle, Escherichia coli ATCC 25922. Os ensaios envolvendo mCIM e o eCIM foram realizados seguindo os padrdes padronizados pelo CLSI e EUCAST,
usando discos de meropenem (10 pg) utilizando ou ndo o EDTA. Apds a observagdo e interpretacdo dos halos, foi possivel diferenciar a presenga ou
auséncia de carbapenemases do tipo serino-B-lactamase e metalo-B-lactamase (MBL). Com esse estudo, obtivemos altas taxas de sensibilidade e
especificidade (>98% e >95%, respectivamente), o que permite a diferenciagdo entre MBLs e outros tipos de carbapenemases. Ressaltando ainda o baixo
custo e simplicidade do procedimento, o método em questdo é apto para a utilizagdo em laboratérios com materiais limitados, porém, este método
identifica apenas genes, sendo preciso utilizar técnicas moleculares para complementagdo. Os métodos fenotipicos mCIM e eCIM sdo ferramentas
acessiveis, padronizadas e utilizaveis para a detec¢do de carbapenemases em P. aeruginosa. A aplicagdo desta técnica contribui para um diagndstico
rapido e para a escolha da melhor terapia antimicrobiana, ajudando no enfrentamento das infec¢des causadas pelo patégeno multirresistente.
Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, Resisténcia antimicrobiana, Carbapenemases, mCIM, CIM.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic bacterium of medical importance, which is present in hospital environments and can cause serious infections
in immunocompromised patients. It has a wide range of antimicrobial resistance mechanisms, the most dangerous of which is the production of
carbapenemases, making treatment a clinical challenge. Carbapenems are considered antibiotics of last resort, generally indicated for the treatment of
infections caused by multidrug-resistant bacteria. However, their use has been progressively limited by the emergence of resistance mechanisms, particularly
carbapenemase-producing strains, which reduce the efficacy of this class of antimicrobials in clinical practice. With this in mind, the phenotypic methods
mCIM (Modified Carbapenem Inactivation Method) and eCIM (EDTA-modified Carbapenem Inactivation Method) have been recommended by CLSI.
They are easy and inexpensive tools for screening for carbapenemase-producing P. aeruginosa. The main objective of this article is to evaluate the resistance
of clinical strains of P. aeruginosa using the phenotypic methods mCIM (Modified Carbapenem Inactivation Method) and eCIM (EDTA-modified
Carbapenem Inactivation Method). Clinical strains of P. aeruginosa previously isolated on Mueller-Hinton agar were used, with a control strain of
Escherichia coli ATCC 25922. The tests involving mCIM and eCIM were carried out according to CLSI and EUCAST standards, using meropenem discs
(10 png) with or without EDTA. After observing and interpreting the halos, it was possible to differentiate whether or not serine-f-lactamase and metallo-f3-
lactamase (MBL) carbapenemases were present. In this study, we achieved high sensitivity (>98%) and specificity (>95%), enabling differentiation of
MBLs from other carbapenemase types. In addition to its low cost and simplicity, the method is suitable for use in laboratories with limited resources.
However, this method does not identify genes, and molecular techniques must be used to complement it. The mCIM and eCIM phenotypic methods are
accessible, standardized, and usable tools for detecting carbapenemases in P. aeruginosa. The application of this technique facilitates rapid diagnosis and
selection of optimal antimicrobial therapy, helping to address infections caused by multidrug-resistant pathogens.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Antimicrobial resistance, Carbapenemases, mCIM, CIM.

INTRODUCAO

A Pseudomonas ¢ um género de bactérias; nesse género ha uma
espécie conhecida como Pseudomonas aeruginosa. Trata-se de
uma espécie ndo formadora de esporos, acrobica e bacilar Gram-
negativa. Essa bactéria causa varios tipos de infeccdo em
hospedeiros  imunocompetentes e imunocomprometidos,
residindo em ambientes de saiide e classificada como agente
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causador de infecgoes hospitalares (Moradali; Ghods; Rehm,
2017; Reynolds; Kollef, 2021).

A P. aeruginosa ¢ uma bactéria oportunista que causa diversas
formas de infec¢io. Devido a essa gama de infecgoes, tornou-se
uma importante causa de morbidade, com elevada frequéncia de
isolamento em ambientes hospitalares e facilidade para adquirir
resisténcia a antibidticos (Hendrie, 1989; Shariati et al., 2018).
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Esta bactéria ¢ facilmente adaptavel a diferentes ambientes e
apresenta desenvoltura rapida no quesito resisténcia a
antibioticos, pois possui diversos fatores de viruléncia. Esse
patogeno afeta imunocomprometidos com maior intensidade, ja
que, além da facilidade de adquirir resisténcia, possui
mecanismos que favorecem a evasao das defesas imunes, tanto
inatas quanto adaptativas, por meio de adesdo, colonizagdo e
formagdo de biofilme (Turkina; Vikstrom, 2019). A bactéria
torna-se ainda mais patogénica quando associada a algumas
doengas, como fibrose cistica, cancer, queimaduras graves e
infecgdes em neonatos (Jacqueline; Caillon, 2014; Turkina;
Vikstrém, 2019).

As infeccOes causadas por P. aeruginosa podem ser
complicadas, pois terapias empregadas de forma inadequada,
principalmente em cepas multirresistentes (MDR), estdo
associadas a pior progndstico (Bail et al., 2022; Ito et al., 2021;
Tuon et al., 2020) A resisténcia a diversos medicamentos
representa um importante dificultador para a satide humana e
animal. Ademais, P. aeruginosa tornou-se um dos patdgenos de
maior ocorréncia em hospitais, sendo responsavel por 50% das
infecgdes adquiridas nesses ambientes (Sarabhai; Sharma;
Capalash, 2013).

Sendo assim, novos medicamentos com foco nessa bactéria
foram desenvolvidos; entretanto, sua taxa de morbimortalidade
ainda ¢ elevada, variando entre 20% e 60% dos infectados (Bail
et al., 2022; Ito et al., 2021; Kang et al., 2003; Tuon; Gortz;
Rocha, 2012). Essa infecgdo pode apresentar diversos fatores de
risco, dentre eles: doencas pulmonares, neoplasias
hematologicas, transplantes, queimaduras extensas, uso
inadequado de antibidticos, presenga de implantes, tempo
prolongado de hospitalizacdo e de ventilagdo mecanica
(Reynolds; Kollef, 2021). O biofilme produzido pela bactéria
desempenha papel importante na determinagao de sua viruléncia
(Ghafoor; Hay; Rehm, 2011).

Além disso, apresenta facilidade em se alojar em materiais
médicos e equipamentos alimenticios, o que contribui para
aumentar a resisténcia a antibioticos, a tratamentos por irradiagao,
a condigdes ambientais adversas, aos desinfetantes e ao proprio
sistema imunoldgico, tornando-se, na maioria das vezes, uma
infecgdo cronica nos locais onde se aloja.

PROBLEMAS RELACIONADOS A
RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Quando ha um caso suspeito de P. aeruginosa, ha duas
abordagens: monoterapia e terapia combinada. Esses tratamentos
tém as maiores taxas de sucesso, reduzindo a morbimortalidade
entre os que os fazem uso (El Solh; Alhajhusain, 2009; Park et
al,, 2012).

Porém, ao longo dos anos, essa bactéria se tornou um desafio
enorme, pois tem alta capacidade de mutar e resistir a antibioticos
(Lister; Wolter; Hanson, 2009), em especial a classe dos
carbapenémicos, que representam a ultima alternativa de
tratamento (Tacconelli, 2017).

Outro entrave significativo ¢ o uso indiscriminado de
antibidticos, que acelera o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana a esses medicamentos (Hirsch; Tam, 2010). A P.
aeruginosa ja apresenta resisténcia a diversas classes de
antibioticos, entre elas aminoglicosideos, quinolonas e beta-
lactamicos (Hancock; Speert, 2000). Os principais mecanismos
de resisténcia sdo: intrinsecos, adquiridos e adaptativos (Pang et
al,, 2019).

RESISTENCIA INTRINSECA
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A resisténcia intrinseca a antibioticos € uma classificagdo que se
refere a sua capacidade primaria de atenuar ao maximo a eficacia
de um antibidtico, por meio de seu proprio maquinario estrutural
e de funcionalidades inerentes (Blair et al., 2014). Ja foi descrito
na literatura que as Pseudomonas apresentam elevados niveis de
resisténcia intrinseca, que se devem, em grande parte, a
permeabilidade restrita da membrana externa. Os sistemas de
efluxos sdo também muito bem utilizados pelas P. aeruginosa,
assim como a producdo de enzimas degradantes de antibidticos
(Breidenstein; De La Fuente-Nufiez; Hancock, 201 1a).

RESISTENCIA ADQUIRIDA

As bactérias tém formas de adquirir resisténcia. Entre as
alternativas de aquisigdo, encontram-se as principais: alteracdes
mutacionais e aquisicdo de genes resistentes de outras bactérias
(Munita; Arias, 2016). Além disso, o elevado nivel de resisténcia
intrinseca a antibioticos de P. aeruginosa e a inser¢ao de um novo
gene de resisténcia no seu DNA acabam por favorecer o aumento
de cepas multirresistentes, dificultando o tratamento e a
erradicacdo de infecgdes (Henrichfreise et al., 2007a).

A variabilidade multinacional pode diminuir a absor¢do dos
antibioticos, modificar os alvos de acdo, aumentar a expressao da
bomba de efluxo e produzir enzimas que inativam os antibidticos,
permitindo a presenca simultdnea de bactérias e moléculas
antimicrobianas (Munita; Arias, 2016). Ja a incorporagdo de
genes de resisténcia ¢ outra forma utilizada pelas bactérias. Esses
genes podem ser conduzidos de uma bactéria para outra em
plasmideos, transposons, integrons ¢ profagos, sendo esta
passagem de gene entre espécies ou até entre géneros diferentes
(Breidenstein; De La Fuente-Nufiez, Hancock, 201 1a).

A transferéncia de gene de uma bactéria para a outra pode ocorrer
de trés maneiras diferentes por transformacdo, transdugdo e
conjugacdo (Arber, 2014). As bactérias tém formas de adquirir
resisténcia. Entre as alternativas de aquisi¢do, encontram-se as
principais: alteragdes mutacionais ¢ aquisicdo de genes
resistentes de outras bactérias (Munita and Arias 2016a). Além
disso, o elevado nivel de resisténcia intrinseca a antibioticos de P.
aeruginosa € a inser¢ao de um novo gene de resisténcia no seu
DNA acabam por facilitar o aumento de cepas multirresistentes,
dificultando o tratamento ¢ a erradicacdo de infecgdes
(Henrichfreise et al., 2007b).

A variabilidade multinacional pode diminuir a absor¢do dos
antibidticos, modificar os alvos de acdo dos antibidticos,
aumentar a expressao da bomba de efluxo e produzir enzimas que
inativam os antibidticos, permitindo a presenca simultinea de
bactérias e moléculas antimicrobianas (Munita and Arias 2016b).
Ja a incorporagdo de genes de resisténcia € outra forma utilizada
pelas bactérias. Esses genes podem ser transferidos de uma
bactéria para outra por meio de plasmideos, transposons,
integrons e profagos, sendo essa passagem de genes entre
espécies ou até entre géneros diferentes (Breidenstein; De La
Fuente-Nufiez; Hancock, 2011b).

A transferéncia de gene de uma bactéria para a outra pode ocorrer
de trés maneiras diferentes por transformacdo, transdugdo e
conjugagao (Arber 2014).

RESISTENCIA ADAPTATIVA

A resisténcia adaptativa € responsavel por elevar a capacidade de
sobrevivéncia bacteriana, aumentando a chance de resistir com
maior facilidade aos ataques antibidticos, sendo o mecanismo
adaptativo da Pseudomonas a formagao de biofilme (Sandoval-
Motta; Aldana, 2016; Taylor; Yeung; Hancock, 2014). Biofilme
¢ a terminologia associada a um amontoado de microrganismos
que se juntam uns aos outros em supetficies bioldgicas e ndo
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biologicas, integrando-se a uma matriz autoproduzida de
substancias poliméricas extracelulares (EPSs) (Das; Sehar;
Manefield, 2013; Donlan, 2002).

PRODUCAO DE CARBAPENEMASES COMO
PRINCIPAL MECANISMO DE RESISTENCIA

Nos ultimos anos, as bactérias multirresistentes tornaram-se um
grande desafio. Dentre os mecanismos de resisténcia, destaca-se
a produc@o de carbapenemases como fator de inativagdo de
carbapenémicos, que sdo classificados como a ultima linha de
tratamento para doengas causadas por essas bactérias. As
bactérias produzem estas enzimas com o intuito de quebrar os
carbapenémicos, o que dificulta a eficacia terapéutica desses
farmacos e reduz a disponibilidade de tratamento (Codjoe;
Donkor, 2017). Existem diversas classificagdes moleculares,
sendo as principais as serino-p-lactamases, que fazem parte do
grupo das serino (KPC, OXA-48), ¢ as metalo-f-lactamases
(NDM, VIM, IMP), traduzidas por genes normalmente
encontrados em plasmideos e transposons. Essa facilidade de
translocagdo de genes favorece a transferéncia de genes entre
bactérias (Nordmann; Naas; Poirel, 2011). Ademais, outros
mecanismos, como a alteragdo da permeabilidade da membrana
externa e a superexpressdo de bombas de efluxo, aumentam a
facilidade de resisténcia adquirida. Alguns estudos apontam que
a presenca de carbapenemases isoladas ja ¢ suficiente para
conferir elevados niveis de resisténcia aos carbapenémicos
(Logan; Weinstein, 2017).

DESAFIOS NA DETECCAO
LABORATORIAL DAS CARBAPENEMASES

A deteccdo de carbapenemase ¢ um teste muito importante no
enfrentamento a resisténcia antimicrobiana, especialmente em
hospitais, onde hé rapida e ampla disseminacgdo dessas enzimas.
Ademais, existem desafios técnicos, operacionais € econdmicos
que acabam por representar um problema (Nordmann; Naas;
Poirel, 2011). Os convencionais fenétipos utilizados para triar as
produtoras de carbapenemases, como o Hodge modificado
(THM), apresentam limitagdes, como a baixa sensibilidade as
metalo-f-lactamases (MBLs), podendo resultar em falso-
positivo para outros mecanismos de resisténcia, como a
combinagdo de ESBL ¢ a perda da porina (Tamma; Simner,
2018). Outros testes fenotipicos, como o Carba NP, t€ém maior
sensibilidade, porém exigem maior preparo para sua realizagao e
podem ndo detectar outras variantes enzimaticas (Dortet; Poirel;
Nordmann, 2012). A inclusdo de testes moleculares, como PCR
convencional, qPCR, PCR multiplex e, recentemente, técnicas de
sequenciamento genético (NGS), ajuda a diagnosticar melhor
genes de resisténcia (Queenan; Bush, 2007). Entretanto, essas
metodologias sdo dificeis de usar e muito caras, exigem
infraestrutura laboratorial e podem nd3o identificar novas
variantes nem genes variados (Codjoe; Donkor, 2017). Além do
mais, ndo existe um teste padrao-ouro. Por isso, ¢ indicado um
diagnostico combinado, que associa uma triagem fenotipica a
uma triagem molecular, o que ndo pode ser realizado em paises
de baixa renda.

METODOS FENOTIPICOS mCIM E eCIM
COMO FERRAMENTAS DE TRIAGEM

Com a elevagdo da resisténcia aos carbapenémicos, ¢ de suma
importancia, neste contexto, a triagem laboratorial de
carbapenemases utilizando o mCIM (Modified Carbapenem
Inactivation Method) e o eCIM (EDTA-modified Carbapenem
Inactivation Method), propostos pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Estes surgiram como metodologias
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fenotipicas para a detecgdo de carbapenemase (“CLSI M100
performance standards for antimicrobial susceptibility testing”,
2025). O mCIM baseia-se na capacidade de um inoculo
bacteriano de inativar o meropenem durante incubagdo em meio
suplementado. O disco de papel contendo antibiotico € colocado
sobre uma placa contendo Escherichia coli ATCC 25922; caso
ndo haja um halo de inibi¢do, indica-se a presenca de
carbapenemase (Pierce et al., 2017). Ja o eCIM, ¢ realizado
repetindo o processo acima, porém com a adicdo de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), permitindo a identificagdo
das metalo-B-lactamases (MBLs), visto que o EDTA inativa
essas enzimas e restaura o halo de inibi¢do quando colocado lado
a lado com o mCIM separado (Tamma; Simner, 2018).

Estudos revelam que o mCIM tem sensibilidade superior a 98%
e especificidade superior a 95% na detecgdo de carbapenemases
do tipo KPC, OXA-48 ¢ MBLs. O eCIM tem sido utilizado em
areas de grande circulagio de  genes, como
bla<sub>NDM</sub>, bla<sub>VIM</sub> e
bla<sub>IMP</sub>, sendo possivel, assim, diferenciar as
MBLs das serinos carbapenemases (Tamma; Simner, 2018). A
literatura demonstra que essa metodologia, quando padronizada
e aplicada corretamente, apresenta-se como um 6timo custo-
beneficio e ¢ facilmente implantada em ambientes laboratoriais,
tornando-se uma opg¢ao viavel para a genotipagem em locais com
infraestrutura limitada (Codjoe; Donkor, 2017; Dortet; Poirel;
Nordmann, 2012). Além do diminuto custo e simplicidade
operacional dos testes mCIM e eCIM, vale salientar que esses
métodos ndo identificam o gene especifico da carbapenemase,
sendo necessario o uso complementar de técnicas genotipicas,
como PCR ou sequenciamento (Makinson et al., 2021).
Portanto, aplicamos o método mCIM de eCIM em amostras
clinicas de Pseudomonas aeruginosa isoladas em ambiente
hospitalar, detectando a presenga de enzimas carbapenemases e
avaliando a sensibilidade e especificidade dos testes mCIM e
eCIM, utilizando a metodologia proposta.

MATERIAS E METODOS

Amostras Bacterianas

Para os testes de mCIM/eCIM foram utilizadas cepas de P.
aeruginosa anteriormente isoladas de amostras clinicas e
repicadas em agar Mueller-Hinton. Consequentemente, as placas
foram mantidas na estufa, em condi¢coes adequadas, até¢ o
momento da andlise. Como principal indicador, utilizou-se
Escherichia coli ATCC 25922, recomendada para os testes de
inibi¢do com discos, conforme o CLSI.

Reagentes e Materiais

Caldo Triptona de soja (TSB); Agar Mueller-Hinton (MH);
Discos de meropenem (10 pg); EDTA (4cido etilenodiamino

tetra-acético), solugdo preparada a 5 mM; Alga estéril de 10 pL;
Pipetas e ponteiras estéreis; Estufa bacteriologica (35 + 2 °C);
Pinga estéril; Régua para medi¢ao dos halos; Tubos de ensaio
estéreis;

Método de Inativacio de Carbapenémicos
Modificado (Mcim)

O ensaio de mCIM foi realizado conforme a metodologia descrita
pelo CLSI, adaptada para P. aeruginosa conforme as sugestoes
do EUCAST. Para cada cepa teste, uma alga calibrada de 10 pL.
foi utilizada para coletar colonias isoladas recentes (18-24h),
inoculando-as em tubo contendo 2 mL de TSB no qual foi
adicionado um disco de meropenem (10 pg). Os tubos foram
incubados a 35 °C por 4 horas. Paralelamente, preparou-se uma
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suspensdo de E. coli ATCC 25922 ajustada a turbidez 0,5 na
escala de McFarland, utilizada para semeadura em “lawn” sobre
placas de agar MH. Apos a incubagdo, o disco de meropenem foi
retirado assepticamente com pinga estéril e depositado sobre a
placa semeada com E. coli ATCC 25922. As placas foram
incubadas a 35 °C por 1618 horas. Interpretagdo dos resultados
(mCIM):

Positivo: halo de inibi¢do de 6-15 mm, ou 16-18 mm com
presenga de colonias dentro do halo (indicativo de produgao de
carbapenemase);

Negativo: halo de inibi¢do > 19 mm (auséncia de inativacdo do
meropenem).

A aplicagdo do mCIM ¢ especialmente Util em locais sem
laboratorios bem equipados, pois a metodologia permite uma
deteccdo rapida e confiavel de carbapenemases, auxiliando nas
medidas de controle de infecgdo hospitalar (Nordmann; Naas;
Poirel, 2011)

Método de Inativacio de Carbapenémicos
Modificados com Edta (eCIM)

O teste de eCIM foi realizado em paralelo ao mCIM, com a
diferenga de que o tubo de ensaio continha 2 mL de TSB +
EDTA (5§ mM) e o disco de meropenem (10 pg), no qual foi
inoculada a mesma quantidade de P. aeruginosa (alga
calibrada de 10 pL). Ap6s incubagdo a 35 °C por 4 horas, o
disco foi transferido para placa de dgar MH previamente
semeada com E. coli ATCC 25922 e incubada a 35 °C por
16—18 horas. Interpretagdo dos resultados (eCIM):
Aumento > 5 mm no eCIM em relagdo ao mCIM: presenga
de metalo-B-lactamase (MBL) — carbapenemase de classe
B.

Aumento < 4 mm: auséncia de
carbapenemase de classe A ou D.

O uso de EDTA no eCIM ¢ fundamentado em sua
capacidade de quelar ions metalicos divalentes, como o
zinco (Zn2+), indispensavel para a atividade catalitica das
metalo-B-lactamase. Dessa forma, a inibicdo da enzima
ocorre pela remogao desse cofator metalico, restabelecendo
o0 halo de inibi¢do (Tamma & Simner, 2018). Estudos atuais
demonstram que a jungdo do mCIM/eCIM apresenta
acuracia elevada na diferenciagdo entre carbapenemases de
serina (classe A e D) e metalo-B-lactamase (classe B),
ajudando na escolha da terapia antimicrobiana mais acertada
(Pierce et al., 2017).

JUSTIFICATIVA METODOLOGICA

A escolha do meropenem como antibidtico de referéncia nos
testes de inativagdo modificados (mCIM e eCIM) fundamenta-se
em critérios técnicos e metodologicos padronizados
internacionalmente. O meropenem apresenta maior estabilidade

MBL, sugerindo

no caldo triptona de soja (TSB) durante a incubagdo de quatro
horas, diferentemente de outros carbapenémicos, como o
imipenem, que sofrem degradagdo mais rapida. Além disso,
apresenta excelente difusdo no agar MH, o que permite a
formagdo de halos de inibicdo mais nitidos e facilmente
mensuraveis, reduzindo ambiguidades. Tais caracteristicas
garantem a confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados,
reduzindo a ocorréncia de falsos positivos e negativos. Por esses
motivos, tanto o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) quanto o European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) padronizam o uso de discos de
meropenem (10 pg) para a execugdo dos testes de mCIM e eCIM,
possibilitando a comparabilidade entre laboratorios e estudos. No
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caso do eCIM, a adigdo do 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) tem papel crucial na diferenciagdo dos mecanismos de
resisténcia. O EDTA atua como quelante de ions divalentes, em
especial o zinco (Zn*"), essencial para a atividade catalitica das
metalo-f-lactamases (MBLs). Dessa forma, ao se ligar ao zinco,
0 EDTA inibe a atividade enzimatica das MBLs, o que impede a
hidrélise do meropenem. Como consequéncia, observa-se um
aumento > 5 mm no halo de inibigdo em compara¢io ao mCIM,
confirmando a presenca de carbapenemases de classe B.

Importante destacar que carbapenemases de outras classes (A e
D), cuja atividade ndo depende de ions metalicos, ndo sdo
interferidas pelo EDTA, o que confere ao método especificidade
para MBLs. Portanto, a utilizagdo do meropenem ¢ do EDTA nos
testes de mCIM e eCIM ndo apenas segue recomendacdes
internacionais, mas também representa a forma mais precisa,
padronizada e acessivel de avaliar a producdo e o tipo de
carbapenemase em isolados clinicos de P. aeruginosa. Estudos
afirmam que o uso de meropenem garante a padronizagao da
metodologia e demonstra desempenho superior em comparagao
com outros carbapenémicos (Pierce et al, 2017). A
implementagdo do eCIM ao método aumenta a capacidade
diagnostica, possibilitando a distingdo  facilitada de
carbapenemases de serina e metalo-B-lactamases (Sfeir et al.,
2019). Contudo, reforga-se que a genotipagem, por meio de PCR
ou sequenciamento, ainda ¢ indispensavel para a caracterizagdo
definitiva dos genes envolvidos (Nordmann; Naas; Poirel, 2011).

CONTROLES DE QUALIDADE

Em cada ensaio, foram incluidos controles positivos e
negativos  para  carbapenemases, conforme  as
recomendacdes do CLSI e do EUCAST. Todos os testes
foram realizados em duplicata e os materiais foram
descartados conforme as normas de biosseguranga vigentes
(CLSI M100: Performance Standards for Antimicrobials,
35th edition, 2025; Ecdc n.d.).

Além do mais, a implementagdo de controles de qualidade
continua sendo fundamental para assegurar a confiabilidade
dos resultados e reduzir interpretacdes precipitadas. A
realizagdo dos testes em duplicata, alinhada as boas praticas
laboratoriais, garante maior reprodutibilidade e precisdo nas
analises (“CLSI MI100 performance standards for
antimicrobial susceptibility testing”, 2025). Ressalta-se que
o uso de controles internos e externos, recomendado por
orgdos internacionais de vigilancia, contribui para a
padronizagdo entre laboratérios, reduzindo, assim, o risco de
resultados falsos-positivos ou falsos-negativos.

RESULTADOS

Foi analisada uma cepa clinica, repicada a partir de amostra
de urina de paciente da clinica cardiovascular, com infec¢o
por P. aeruginosa, previamente isolada em agar. A
interpretac@o dos resultados foi realizada com base na
observagdo das zonas de inibigdo nos discos de meropenem
utilizados nos ensaios mCIM (teste de inativagdo de
carbapenémicos modificado) e eCIM (teste de inativagdo de
carbapenémicos com EDTA). Observa-se a presenca de
amplas zonas de inibi¢ao ao redor dos discos de meropenem,
indicando que o antibidtico manteve sua atividade frente a
cepa. Esse resultado confirmando o perfil esperado de
controle negativo, sendo essencial para validar a
confiabilidade do ensaio e demonstrar a robustez do método.
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Figura 1. Representagdo esquematica dos testes mCIM e eCIM. A cepa bacteriana em estudo foi incubada com 1 disco de meropenem
cada tubo, sendo que um permaneceu apenas com TSB (mCIM) e o outro tubo foi suplementado com EDTA (eCIM). Em seguida, os
tubos foram levados a estufa e deixado por 4 horas + 15 minutos, em temperatura média de 35°C, com uma variancia aproximada de
2°C. Apos esse periodo, os discos de meropenem foram retirados dos tubos e colocados em placa Mueller-Hinton, previamente
semeada com E.coli ATCC 25922, suscetiveis a carbapenemases. As placas retornaram a estufa e foram mantidas a 35°C, com
variancia de 2°C. Apos cerca de 18 horas, foram observadas para diagnéstico.

Figura 2. Crescimento de colonias de P. aeruginosa em meio agar
MacConkey, apos incubagdo a 35 °C (£ 2 °C) por 18 horas. Observa-se
crescimento tipico, com colonias de coloragdo rdsea translucida,
compativeis com as caracteristicas morfologicas do micro-organismo.
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Figura 3. Teste de sensibilidade antimicrobiana em Mueller-
Hinton, utilizando in6culo ajustado a turbidez de 0,5 na escala de
McFarland e incubado a 35°C (£ 2°C) por 16-18 horas. Observa-se
auséncia de halo de inibigdo (0 mm) em todos os discos testados
(CRO, CFO, IPM, CAZ, MPM, AMI, CZA, TOB, C/T, CIP, CPM,
P/T), indicando resisténcia total (R) do isolado frente aos
antimicrobianos avaliados, conforme critério de interpretagdo
estabelecido pelo CLSI (M100 performance standards for
antimicrobial susceptibility testing, 2025).
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Tabela 1. Perfil de resisténcia antimicrobiana de P. aeruginosa em agar
MH. Todos os antibidticos testados apresentam auséncia de halo de
inibigdo (Omm), sendo classificados como resistentes (R), conforme
critérios estabelecidos pelo (“CLSI M100 performance standards for
antimicrobial susceptibility testing”, 2025).

Codigo  Antibidtico dci:crf*zsg) (Hmarln") Interpretagao
CRO  Ceftriaxona 30 0 R
CFO  Cefotaxima 30 0 R
IPM Imipenem 10 0 R
CAZ  Ceftazidima 30 0 R

MPM  Meropenem 10 0 R
AMI Amicacina 30 0 R
CZA  Ceftazidima/Avibactam 30/out 0 R
TOB Tobramicina 10 0 R
C/T Ceftolozano/Tazobactam 30/out 0 R
CIP Ciprofloxacino 5 0 R
CPM  Cefepima 30 0 R
P/T Piperacilina/Tazobactam 30 0 R

Figura 4. (Placa 684.1). Cepa de P. aeruginosa ndo produtora de
carbapenemase.
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Figura 5. (Placa 1057). Cepa de P. aeruginosa produtora de serino-
carbapenemase. Observa-se auséncia ou redugdo significativa da zona de
inibi¢do ao redor do disco de meropenem, caracterizando a inativagdo
enzimatica do antibiotico e confirmando o fenétipo de resisténcia. Esse
resultado representa o teste definitivo para confirmar a presenca da
enzima carbapenemase, evidenciando a capacidade da cepa de
neutralizar o efeito do antimicrobiano
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Pesquisa de Genes de Resisténcia

Método: PCR - Reacdo em Cadeia de Pollmerase
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Figura 6. Ensaio molecular de detecgdo de genes de resisténcia por PCR.
Foi identificada a presenga dos genes KPC ¢ VIM, confirmando a
classificacdo da cepa como serino-carbapenemase e corroborando os
resultados fenotipicos obtidos nos testes mCIM e eCIM.

Além da caracterizac@o fenotipica pelos testes mCIM e eCIM, a
cepa 1057 foi submetida a ensaio molecular de detecgdo de genes
de resisténcia por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Esse teste identificou a presenca dos genes KPC ¢ VIM,
confirmando que a cepa ¢ de fato uma serino-carbapenemase, o
que corrobora com os resultados obtidos nos testes fenotipicos.
A comparagdo entre as duas cepas (controle negativo — 684.1 ¢
cepa produtora de carbapenemase — 1057) demonstrou
claramente a eficiéncia dos métodos mCIM e eCIM na detecgdo
fenotipica de garbapenemases em P. aeruginosa.
DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A cepa de P. aeruginosa estudada demonstrou -elevada
resisténecia aos antibidticos testados, incluindo B-lactamicos,
carbapenémicos, aminoglicosideos ¢  fluoroquinolonas,
caracterizando um perfil multirresistente (Tabela 1).

Os testes mCIM e eCIM mostraram-se uteis na detec¢do de
carbapenemases, permitindo a diferenciagdo entre serino-f3-
lactamases ¢ metalo-f-lactamases (MBLs). Essa abordagem
reforca a relevAncia do método, que se destaca por ser
simplificado, acessivel e de baixo custo. A testagem molecular
subsequente confirmou a presenga simultanea dos genes KPC e
VIM, evidenciando o desafio terapéutico, uma vez que a
coproducdo dessas enzimas confere resisténcia a maioria dos
carbapenémicos.

Esses achados corroboram com estudos recentes de Li et al., 2019
identificou blaVIM como o de maior prevaléncia (47,64%) em
isolados na América Latina, além do crescimento do gene
blaNDM (Pillonetto et al., 2025) Em ambito nacional, a Nota
Técnica Conjunta n° 309/2025 alertou para o aumento de
isolados produtores de carbapenemases, sendo as combinagoes
mais frequentes KPC+VIM e KPC+NDM. Esses dados reforgam
a necessidade da aplicagdo dos métodos mCIM e eCIM como
ferramentas rapidas de triagem, associadas a testes moleculares
confirmatdrios, para apoiar decisdes terapéuticas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo evidenciou que a cepa P. aeruginosa analisada
apresentou um perfil multirresistente preocupante, com destaque
para a produgdo de carbapenemases, confirmada pelos testes
mCIM e eCIM, além da detecgdo dos genes KPC e VIM por
PCR. De acordo com Codjoe & Donkor (2017), a combinagao
da abordagem fenotipica com a molecular aumenta a precisao na
caracterizacdo da resisténcia, fornecendo subsidios para a
implementagdo de terapias mais eficazes.

A identificacdo acelerada da producdo de carbapenemases ¢é
essencial para atenuar a morbimortalidade associada as infecgdes
por P. aeruginosa multirresistente. Assim, a integragdo entre o
diagnostico laboratorial e as medidas preventivas € indispensavel.
Portanto, os resultados obtidos reforgam a importancia da politica
de uso racional de antimicrobianos e da vigilancia
epidemiologica sistematica para combater a disseminagdo de
cepas multirresistentes. Esse ponto ¢ destacado por Nordmann et
al. (2011), que enfatizam a necessidade de estratégias preventivas
para reduzir o impacto clinico e econémico das infeccoes
causadas por bactérias resistentes.
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