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APRESENTAÇÃO 

A coleção “Farmácia e suas Interfaces com Vários Saberes” é uma obra organizada 
em dois volumes que tem como foco principal a apresentação de trabalhos científicos 
diversos que compõe seus 36 capítulos, relacionados às Ciências Farmacêuticas e Ciências 
da Saúde. A obra abordará de forma interdisciplinar trabalhos originais, relatos de caso ou 
de experiência e revisões com temáticas nas diversas áreas de atuação do profissional 
Farmacêutico nos diferentes níveis de atenção à saúde.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos 
desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa do país. Em todos esses 
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à atenção e assistência farmacêutica, 
farmacologia, saúde pública, controle de qualidade, produtos naturais e fitoterápicos, 
práticas integrativas e complementares, entre outras áreas. Estudos com este perfil podem 
nortear novas pesquisas na grande área das Ciências Farmacêuticas. 

Temas diversos e interessantes são, deste modo, discutidos aqui com a proposta 
de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos aqueles que de alguma 
forma se interessam pela Farmácia, pois apresenta material que apresenta estratégias, 
abordagens e experiências com dados de regiões específicas do país, o que é muito 
relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Farmácia e suas Interfaces com Vários Saberes” apresenta 
resultados obtidos pelos pesquisadores que, de forma qualificada desenvolveram seus 
trabalhos que aqui serão apresentados de maneira concisa e didática. Sabemos o quão 
importante é a divulgação científica, por isso evidenciamos também a estrutura da Atena 
Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiável para estes pesquisadores 
exporem e divulguem seus resultados. Boa leitura! 

Débora Luana Ribeiro Pessoa
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RESUMO: Dentre a variedade de bactérias 
patogênicas, Pseudomonas aeruginosa 
encontra-se amplamente relacionada a infecções 
nosocomiais. Devido a facilidade de troca de 
informações genéticas, P. aeruginosa adquire 
determinantes de resistência importantes 
como genes que codificam enzimas metalo-β-
lactamases (MβLs). Essa família diversificada 
de enzimas pertencente à classificação B de 
Ambler, e sua expressão resulta na inativação 
de drogas como os carbapenens. Diante disso, 
a terapia limita-se a polimixina B ou colistina, 
fármacos de considerável toxicidade. A MβL 
mais frequente no mundo é a VIM-2 e no Brasil a 
mais prevalente é a SPM-1. Em 2014, o Clinical 
and Laboratory Standards Institute padronizou 
testes laboratoriais para triagem de MβL e, 
no Brasil, a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária recomenda que o diagnóstico seja 
definido por técnicas moleculares. Dentre os 
ensaios fenotípicos destacam-se os de disco-
aproximação com agentes quelantes como o 
EDTA ou 2-MPA juntamente com imipenem e 
ceftazidima. Outros testes vêm sendo propostos, 
como o EIM (EDTA-imipenem microbiological 
assay). Os testes moleculares são importantes, 
mas realizados em menor escala devido à 
necessidade de investimento em equipamentos 
e pessoal treinado. A confirmação de MβLs 
nos isolados de P. aeruginosa não é realizada 
rotineiramente, mas é importante para o 
conhecimento da epidemiologia local destas 
enzimas.
PALAVRAS-CHAVE: Pseudomonas aeruginosa. 
MβL. Resistência Bacteriana.

PSEUDOMONAS 
AERUGINOSA PRODUCER OF 
METALOBETALACTAMASES: 

EPIDEMIOLOGICAL SCENERY AND 
LABORATORY ASPECTS

ABSTRACT: Among the variety of pathogenic 
bacteria, Pseudomonas aeruginosa is largely 
related to nosocomial infections. Due to the ease 
of exchanging genetic information, P. aeruginosa 
acquires important resistance determinants such 
as genes that encode metallo-β-lactamases 
enzymes (MβLs). This diverse family of enzymes 
belonging to the Ambler B classification, and their 
expression results in the inactivation of drugs such 
as carbapenems. Therefore, therapy is limited to 
polymyxin B or colistin, drugs of considerable 
toxicity. The most frequent MβL in the world 

http://lattes.cnpq.br/9575636487853826
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is VIM-2 and in Brazil the most prevalent is SPM-1. In 2014, the Clinical and Laboratory 
Standards Institute standardized laboratory tests for screening MβL and, in Brazil, the 
National Health Surveillance Agency recommends that the diagnosis be defined by molecular 
techniques. Among the phenotypic tests, disk-approximation tests with chelating agents 
such as EDTA or 2-MPA stand out together with imipenem and ceftazidime. Other tests have 
been proposed, such as EIM (EDTA-imipenem microbiological assay). Molecular tests are 
important but performed on a smaller scale due to the need for investment in equipment and 
trained personnel. Confirmation of MβLs in P. aeruginosa isolates is not routinely performed, 
but it is important for understanding the local epidemiology of these enzymes.
KEYWORDS: Pseudomonas aeruginosa. MβL. Bacterial Resistance.

1 |  INTRODUÇÃO
Bacilos Gram-negativos não fermentadores de glicose oferecem maior risco para 

pacientes, devido ao perfil de sensibilidade reduzido aos antimicrobianos utilizados. Neste 
grupo, Pseudomonas aeruginosa é amplamente isolada em hospitais em todo o mundo, 
estando associada a elevadas taxas de morbidade e mortalidade em pacientes críticos 
de unidade de terapia intensiva (MARRA et al., 2006), particularmente com pneumonia 
associada à ventilação (MADDOCKS et al.,2019). São considerados fatores de risco 
para colonização ou infecção invasiva por P. aeruginosa multirresistente o uso prévio 
de antimicrobianos, hospitalização de médio prazo, doença de base grave, cirurgia e 
imunossupressão (ARRUDA et al., 1999; HARRIS et al., 2002; HU et al., 2019).

P. aeruginosa tem apresentado aumento no perfil de resistência a cefalosporinas 
de 3ª e 4ª geração, restringindo a terapia a antimicrobianos de maior espectro, como os 
carbapenêmicos (HU et al., 2019). O uso de carbapenêmicos exerce pressão seletiva 
sobre microrganismos nosocomiais, causando aumento de resistência por seleção 
de subpopulações menos sensíveis (MENDES et al., 2006). Outra via de aquisição de 
resistência é a transmissão horizontal de bactérias resistentes, vinculada às más práticas 
de assepsia nas unidades hospitalares (NOUÉR et al., 2005; HASSUNA et al., 2020).

Os mecanismos pelos quais P. aeruginosa apresenta-se resistente são 
diversificados, sendo uma forma comum a inativação antibiótica devido a mutações em 
porinas (diminuição de OprD) combinada à supressão do gene AmpC cromossômico 
(KIM et al., 2005), superexpressão de bombas de efluxo (MexAB-OprM) e/ou produção 
de enzimas hidrolíticas que degradam o antimicrobiano, como as metalo-β-lactamases 
(MβLs) (CHAIRAT et al., 2019). Estas enzimas estão emergindo no contexto mundial, 
especialmente na Ásia, Europa e América do Sul (DIXIT et al., 2019). Quando detectadas 
em P. aeruginosa, a farmacoterapia limita-se a polimixina B ou colistina (MARRA et al., 
2006; HASSUNA et al., 2020).

Diante do exposto, este trabalho contempla aspectos relacionados à produção de 
enzimas do tipo MβL, em cepas de P. aeruginosa, destacando pontos relevantes como 
epidemiologia nacional e mundial, bem como, métodos de identificação laboratorial 
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possíveis de serem utilizados.

2 |  METODOLOGIA
O estudo exploratório descritivo foi realizado por levantamento bibliográfico, extraído 

das bases de dados Scientific Electronic Libray Online (Scielo), Centro Latino-Americano 
e do Caribe de Informação em Ciências da Saúde (LILACS) e Biblioteca Regional de 
Medicina (BIREME). Foram incluídos artigos abrangendo as palavras-chaves: “Produção de 
Metalobetalactamase”, “Classificação de MβL”, “Pseudomonas aeruginosa”, “Diagnóstico 
Laboratorial” e “Carbapenêmicos”.

Foram selecionadas 38 referências bibliográficas com período de publicação de 2005 
a 2020 em Português, Inglês e Espanhol. A seleção e obtenção das informações contidas nos 
artigos foram realizadas com o critério de relevância do tema sobre metalobetalactamase, 
incluindo aspectos moleculares, entraves para o diagnóstico laboratorial e a produção dessa 
enzima por cepas de P. aeruginosa, procurando um delineamento de estudo adequado 
para evitar ausência de conflito de interesses.

3 |  REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1  Pseudomonas aeruginosa e antibióticos β-lactâmicos
Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria baciliforme, Gram-negativa e de aeróbia. 

Seu ambiente de origem é o solo. Constitui-se agente etiológico de infecções de trato 
respiratório, urinário, auditivo, queimaduras e bacteremias. Por ser um patógeno oportunista 
e ter resistência intrínseca a grande número de antibióticos e antissépticos, P. aeruginosa 
prevalece em infecções hospitalares, sendo comumente isolado em equipamentos médicos 
e hospitalares (ARRUDA et al., 1999; HARRIS et al., 2002; WANG; WANG, 2020).

Antibióticos β-lactâmicos possuem em comum a presença do anel β-lactâmico em seu 
núcleo estrutural, o qual confere atividade bactericida. Pertencem a este grupo penicilinas, 
cefalosporinas, carbapenens e monobactâmicos (HU et al., 2019). Os representantes 
desta classe interferem na síntese do peptidoglicano (responsável pela integridade da 
parede bacteriana) e o mecanismo de indução de resistência a estes fármacos podem 
ser por produção de β-lactamases, por modificações estruturais das proteínas ligadoras 
de penicilinas (PBP) codificadas pelo gene MecA e/ou por modificações nas porinas, este 
último causando diminuição da permeabilidade bacteriana ao antimicrobiano (FRITSCHE 
et al., 2005; HU et al., 2019).

3.2  Pseudomonas aeruginosa e Resistência Bacteriana
A maior incidência de bacilos Gram-negativos resistentes a cefalosporinas de espectro 

estendido dispara o emprego de β-lactâmicos mais potentes, como os carbapenêmicos. A 



 
Farmácia e suas Interfaces com Vários Saberes 2 Capítulo 6 60

utilização destes fármacos exerce maior pressão seletiva sobre a microbiota hospitalar, 
o que pode ocasionar aumento da resistência bacteriana. Dentre os mecanismos de 
resistência desenvolvidos para carbapenêmicos estão a produção de β-lactamases, como, 
por exemplo, as pertencentes à classe D de Ambler e as que pertencem à classe B de 
Ambler, ou metalo-β-lactamases (MβL). Estas enzimas hidrolisam todos betalactâmicos 
comercialmente disponíveis, a exceção dos monobactâmicos (CHAIRAT et al., 2019; 
MENDES et al., 2006).

Desde o início da década de 1990, novos genes que codificam MβLs têm sido 
descritos em microrganismos clinicamente importantes, como Pseudomonas spp., 
Acinetobacter spp. e membros da família Enterobacteriaceae. Metodologias fenotípicas 
para detecção da produção de MβLs começaram a ser empregadas com o intuito de prevenir 
a disseminação dessa resistência, uma vez que genes que codificam MβLs localizam-se 
em estruturas genéticas que propiciam sua mobilidade, como plasmídeos, transposons, e 
integrons, sendo por isso facilmente disseminados (FRITSCHE et al., 2005; MENDES et al., 
2006; CHAIRAT et al., 2019).

A plasticidade dos genes que codificam as MβL aliada à dificuldade de erradicação 
dos microrganismos produtores desta enzima, representam uma clara ameaça à terapia 
antimicrobiana atual (NOUÉR et al., 2005; HASSUNA et al., 2020). No Brasil, a emergência 
e disseminação de um clone epidêmico produtor de MβL têm contribuído para as altas 
taxas de resistência aos carbapenêmicos observadas entre isolados hospitalares de P. 
aeruginosa (HASSUNA et al., 2020; KIM et al., 2005; ZAVASCKI et al., 2006).

3.3 Produção de β-lactamases e de metalo-β-lactamases (MβL)
As enzimas denominadas β-lactamases são assim definidas devido a sua capacidade 

em hidrolisar ligações amidas, amidinas e outras ligações carbono-nitrogênio (C-N) de 
antibióticos β-lactâmicos. Recebem nomenclatura de acordo com o substrato utilizado, 
propriedades bioquímicas, peculiaridades da sequência genética, local de descoberta, 
localização do gene no cromossomo, espécies de bactérias produtoras e paciente de onde 
se originou o isolado, podendo-se eleger, por fim, o nome do pesquisador envolvido na 
descoberta da enzima (MENDES et al., 2006; CHAIRAT et al., 2019).

Metalo-β-lactamases (MβLs) são enzimas bacterianas codificadas por genes 
plasmidiais e que apresentam um largo espectro de atividade (CHAIRAT et al., 2019; DIXIT 
et al., 2019). Necessitam de cátions divalentes (p.ex.: Zn++) como cofatores enzimáticos e 
são inibidas pela ação de agentes quelantes e por componentes derivados de tiois como 
o ácido tiolático ou ácido 2-mercaptopropiônico (2-MPA) (CHAIRAT et al., 2019; MENDES 
et al., 2006).

As MβLs, como todas as β-lactamases, podem ser divididas em enzimas 
cromossomo-mediadas e naquelas codificadas por genes transferíveis. Muitas vêm sendo 
descobertas e espalham-se rapidamente devido ao seu potencial de transferência intra 
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e interespécies. Em alguns países, os isolados de P. aeruginosa com metalo-enzimas 
representam 20%, embora em outros países este número seja muito inferior (CHAIRAT et 
al., 2019; DIXIT et al., 2019).

As variantes de metalo-enzimas dos tipos IMP (Imipenemase, descoberta no Japão), 
VIM (Verona imipenemase, em Verona-Itália), SPM-1 (São Paulo Metalo-β-lactamase, em 
São Paulo, Brasil) e GIM-1 (German Imipenemase, na Alemanha) são mais relevantes 
clinicamente (ALI et al., 2019). Na Europa, as variantes de IMP são menos comuns que 
as enzimas tipo VIM (TOLEMAN et al., 2003; 2005). Cronologicamente, a primeira MβL 
descoberta foi a IMP, seguida de VIM, SPM-1, GIM-1. Também foi descoberta a SIM-1 
(Seul imipenemase), detectada em isolados de Acinetobacter baumanii, em Seul, Coréia, 
e as variantes NDM-1 até NDM-19 identificadas em Nova Delhi, Índia, as quais são mais 
comumente expressas na família Enterobacteriaceae (LEE et al., 2005; ALI et al., 2019).

3.4 Epidemiologia de MβLs 
As MβLs são produzidas intrinsecamente por determinados microrganismos, como 

Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus cereus, Chryseobacterium meningosepticum, 
Chryseobacterium indologenes, Legionella gormanii, Caulobacter crescentus e Aeromonas 
spp. (CHAIRAT et al., 2019; HASSUNA et al., 2020). Contudo, desde o início da década 
de 1990, novos genes que codificam MβLs têm sido descritos em patógenos clinicamente 
importantes, como Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e membros da família 
Enterobacteriaceae (ALI et al., 2019; CHAIRAT et al., 2019).

O microrganismo mais relacionado é P. aeruginosa e os tipos de MβLs mais frequentes 
relacionados são IMP e VIM. As variantes pertencentes à subclasse IMP (imipenemase) 
são mais prevalentes na Ásia e encontradas, principalmente, em microrganismos não-
fermentadores tais como P. aeruginosa e Acinetobacter sp. Contudo, estas enzimas já foram 
detectadas em microrganismos da família Enterobacteriaceae, como Serratia marcescens, 
Shigella sp. e Klebsiella pneumoniae (MENDES et al., 2006; PAZ-ZARZA et al., 2019).

A MβL VIM compõe uma família de 14 enzimas, porém a literatura aponta que o tipo 
VIM-2 (gene blaVIM-2) em isolados de P. aeruginosa predomina na maioria dos surtos. Nos 
Estados Unidos da América, foi possível associar duas características clínicas nos casos 
detectados ao longo de 17 meses: todos os pacientes tinham doença crônica e haviam 
recebido terapia intravenosa (RANKIN et al., 2018).

China, Índia, Taiwan, Cingapura, Coréia, Itália, França, Grécia, Austrália, Alemanha, 
Áustria, Turquia, Bulgária, Holanda, Espanha, México, Colômbia e EUA representam os 
principais países com incidência de P. aeruginosa produtora de MβL. A taxa de mortalidade 
chega a 90% e os genes blaIMP-1 ou blaVIM-2 tem sido relacionados (WANG; WANG, 
2020).

No Brasil, o primeiro relato da ocorrência de amostras produtoras de MβL adquirida 
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ocorreu em 2002. Entretanto, esse relato não caracterizou o determinante de resistência 
envolvido. Mais tarde, em 2003, uma variante de IMP foi relatada em A. baumannii isolada 
no complexo Hospital São Paulo/UNIFESP produtora de IMP-1. A análise do resultado de 
sequenciamento dos 400-bp (pares de base) provenientes da reação da polimerase em 
cadeia (PCR) revelou tratar-se de um gene apresentando 100% de similaridade genética 
com a sequência do gene blaIMP-6 (MAGALHÃES; LINS; MAGALHÃES, 2005).

O Programa de Vigilância Antimicrobiana SENTRY foi estabelecido em 1997 e 
abrange mais de 750.000 isolados de bactérias de mais de 400 centros médicos em todo o 
mundo. Dentre os patógenos testados, Pseudomonas aeruginosa cresce em ocorrência de 
MβLs, em pacientes hospitalizados na Ásia, Europa e América Latina. Isolados brasileiros 
de P. aeruginosa resistentes ao imipenem chegaram a 45,5% em 2016, neste estudo 
(SADER et al., 2005; SHORTRIDGE et al., 2019).

Dados conduzidos com amostras de P. aeruginosa obtidas na cidade de Porto Alegre 
(Rio Grande do Sul) revelaram elevadas taxas de MβLs. Zavascki e colaboradores (2005), 
ao estudarem cepas em pacientes com pneumonia nosocomial associada à ventilação 
encontraram 57,1% de amostras positivas para MβLs. Num Hospital Universitário no Rio 
de Janeiro foi apontada taxa de 20% de MβLs tipo SPM-1 em isolados de P. aeruginosa 
resistentes ao imipenem (CARVALHO et al., 2006).

Em outro trabalho, uma taxa ainda maior de MβL em P. aeruginosa (77%) foi 
estimada, sendo o gene blaSPM-1 o predominante. Elevadas taxas de mortalidade (48,1%) 
associadas a infecções respiratórias por P. aeruginosa resistente aos carbapenens foram 
atribuídas à transmissão horizontal (ZAVASCKI et al., 2006). Esses dados mostram que 
cepas de P. aeruginosa MβL positivas implicam em desfecho clínico desfavorável, sendo de 
total relevância a capacitação dos laboratórios de microbiologia para detecção fenotípica. 

3.5 Detecção laboratorial de MβLs
Em 2014, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) padronizou testes 

laboratoriais como técnicas de triagem diagnóstica para a presença de MβL. No Brasil, 
a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) recomenda que o diagnóstico final 
do mecanismo de resistência seja obtido através de técnicas moleculares (ABRANTES; 
NOGUEIRA, 2017).

As publicações disponíveis relacionadas à pesquisa de MβL são diversificadas, 
apresentando técnicas diferentes que são importantes de acordo com o tipo de enzima 
presente. Esta afirmação é fundamentada nos achados de diferentes autores que apontam 
dado método fenotípico como sendo o mais indicado para detecção de metalo-enzima 
específica.

No teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, alguns achados são importantes 
indicadores de bactéria produtora de metalo-enzima e devem ser investigados. Entre eles a 



 
Farmácia e suas Interfaces com Vários Saberes 2 Capítulo 6 63

detecção de perfil de sensibilidade reduzido em cepas de P. aeruginosa frente à imipenem 
(MAGALHÃES; LINS; MAGALHÃES, 2005; PITOUT et al., 2005). De acordo com o CLSI 
2014, o ertapenem é o carbapenêmico mais sensível para este mecanismo de resistência; 
e a ANVISA recomenda, em sua última nota técnica de diagnóstico laboratorial, que sejam 
feitos testes incluindo imipenem e meropenem (ANVISA, 2013). 

Alguns autores sugerem que isolados resistentes a todos os β-lactâmicos exceto o 
aztreonam sejam testados para pesquisa de MβL usando testes fenotípicos. O antibiograma 
de P. aeruginosa apresentando ceftazidima com halo menor que 18 mm pode ser um bom 
sinalizador para pesquisa desta enzima (ANVISA, 2013; ABRANTES; NOGUEIRA, 2017; 
CLSI, 2014; LEE et al. 2003; YONG et al., 2002).

3.5.1 Testes fenotípicos

Os métodos fenotípicos são baseados na capacidade dos agentes quelantes, 
como o EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) ou componentes à base de tióis (ácido 
2-mercaptopropiônico ou 2-MPA), em inibir a atividade das MβLs. Podem ser empregados 
testes de sinergia com duplo-disco (EDTA com imipenem ou com ceftazidima), 2-MPA 
com cefatazidima ou imipenem, o E-teste MβL e, ainda, a microdiluição usando EDTA e 
1,10-fenantrolina com imipenem (PITOUT et al., 2005). A maioria dos métodos fenotípicos 
citados para detecção de MβL, especialmente sinergia de duplo-disco, é de interpretação 
subjetiva e difícil (LEE et al. 2003; PITOUT et al., 2005; YONG et al., 2002).

3.5.1.1 2MPA (Ácido 2-mercaptopropiônico)

O uso do ácido 2-mercaptopropiônico não diluído é feito através da sua deposição 
em disco de papel filtro posicionado entre discos de ceftazidima e imipenem, a 25 mm de 
centro a centro (MENDES et al., 2006). Este teste pode ser realizado utilizando-se 2 ou 3 μL 
de 2-MPA no disco de papel filtro, contudo o melhor resultado parece ser obtido no emprego 
do último volume citado (LEE et al. 2003; YONG et al., 2002).

Na leitura deste teste de difusão, um aumento (distorção) na zona de inibição entre 
o disco com quelante e um/ambos os substratos é indicativo de produção de metalo-enzima 
(MAGALHÃES; LINS; MAGALHÃES, 2005). A interpretação negativa do teste é a não 
observação de alteração no halo de inibição de crescimento da bactéria teste (MENDES et 
al., 2006).

Um inconveniente importante do teste com 2-MPA é a toxicidade para manipulação 
rotineira, devendo ser necessária à tomada de medidas de precaução especiais ao trabalhar 
com este composto (PITOUT et al., 2005). Para tanto, pode-se manusear o reagente em 
capela de exaustão.
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3.5.1.2 EDTA (Ácido etilenodiaminotetracético)

Uma das técnicas empregando EDTA consiste em comparar os tamanhos das 
zonas de inibição produzidas por dois discos de imipenem (10μg), um com 750μg de 
EDTA e outro sem. Com um aumento de pelo menos 7 mm no halo do EDTA-imipenem é 
considerado resultado positivo (MAGALHÃES; LINS; MAGALHÃES, 2005). Este método foi 
originalmente descrito por Yong e colaboradores, em 2002. Segundo estes autores, este 
método oferece excelente sensibilidade e especificidade na detecção de VIM-2 e IMP-1 em 
P. aeruginosa e Acinetobacter spp.

Outra técnica que emprega o uso deste quelante (EDTA) é o E-teste MβL. A fita é 
incorporada com imipenem (IPM) em uma das extremidades e este mesmo antimicrobiano 
associado ao EDTA na outra. A leitura deste ensaio de difusão é feita através da 
determinação da concentração inibitória mínima (CIM) de cada um dos lados da fita; a 
bactéria é considerada MβL positiva se apresentar CIM IPM+EDTA três diluições menor 
que àquela encontrada somente para o IPM. As desvantagens desta metodologia são seu 
elevado custo e menor sensibilidade que o teste com disco de EDTA (PITOUT et al., 2005; 
BERRY et al., 2019).

Em pesquisa de MβL realizada por Marra e colaboradores (2006), alguns métodos de 
detecção de metalo-enzimas foram comparados. Foi concluído que o EDTA foi muito eficaz 
na detecção de tais enzimas enquanto o 2-MPA não teve desempenho tão satisfatório. 
Neste estudo, 81,1% das cepas com fenótipo de resistência ao imipenem não continham 
MβL, indicando que outros mecanismos de resistência como diminuição de permeabilidade 
da membrana (perda de porinas) ou sistemas de efluxo (bombas de efluxo) estavam 
presentes. 

Segundo Pitout (2005) os testes fenotípicos são úteis no rastreamento de amostras 
MβL, mas algumas amostras podem dar resultado falso positivo. Embora isso possa 
ocorrer, o teste fenotípico modificado, empregando 930 μg de EDTA, e antimicrobianos 
como imipenem e meropenem, revelou sensibilidade 100% e especificidade de 97% no uso 
da última droga. Para o imipenem, os números foram menores, sendo 96% em sensibilidade 
e 91% de especificidade. O teste com MIC (E-teste MβL) teve resultados equivalentes aos 
do imipenem. Assim, recomenda-se no teste de screening o uso tanto de imipenem como 
de meropenem, conforme orientação preconizada pela ANVISA (ANVISA, 2013).

Pode-se citar, ainda, o teste de sinergia de discos, semelhante ao descrito para o 
2-MPA. Nesse teste, o disco com agente quelante em questão, EDTA, é colocado entre 
dois discos, um de cefatzidima e outro de imipenem, a 10 mm de centro a centro. A leitura 
do teste será positiva se for evidenciada ampliação do halo na área de difusão do quelante 

(MENDES et al., 2006).



 
Farmácia e suas Interfaces com Vários Saberes 2 Capítulo 6 65

3.5.1.3 EIM (EDTA-imipenem microbiological assay) - Novo teste

Um ensaio foi desenvolvido por Marchiaro e colaboradores (2005) visando a 
identificação de MβLs em bactérias Gram-negativas não-fermentadoras. Designado 
EIM (EDTA-imipenem microbiological assay), apresenta facilidade na interpretação dos 
resultados, contudo requer tratamento prévio da amostra em teste com sonicação. 

A metodologia consiste em preparar um extrato bacteriano por sonicação ou 
por ciclos de congelamento/descongelamento. O extrato celular obtido é clarificado por 
centrifugação (15.000 rpm por 15 minutos a 4ºC) e o sobrenadante é utilizado para detecção 
de MβL. A detecção fenotípica é realizada em placa de Agar Müeller Hinton inoculada com 
cultura indicadora – Escherichia coli ATCC 25922 (0,5 McFarland). Na superfície desta 
placa é aplicado um disco de imipenem (10μg) ao centro e, perifericamente, quatro discos 
de papel filtro diferentes: um recebe 20 μL do sobrenadante; o segundo disco (S/Zn) possui 
o sobredandante suplementado com solução de ZnSO4 0,1 mM para estimular a MβL 
eventualmente presente; o terceiro disco (S/E) tem o sobrenadante junto com solução de 
EDTA 20 mM a fim de inibir a MβL possivelmente presente; e o quarto disco (B) tem 20μL 
de tampão tris-HCl 50mM, consistindo no “branco” do ensaio. A placa deve ser incubada 
overnigth a 37ºC.

Caso o sobrenadante testado possua β-lactamase que hidrolisa o imipenem, a 
bactéria indicadora (E. coli ATCC 25922) crescerá ao redor dos discos. Por outro lado, as 
MβLs conseguem ser distinguidas das não-MβLs pela inibição de E. coli ao redor do disco 
contendo o quelante (S/E) (MARCHIARO et al., 2005).

3.5.2 Testes Moleculares

3.5.2.1 PCR (Reação em Cadeia da Polimerase)

A detecção molecular de MβLs através de Reação em Cadeia Polimerase (PCR) 
apresenta relevância no contexto epidemiológico. Através destes estudos é possível 
verificar se dada enzima é disseminada horizontalmente ou se a resistência é decorrente 
da pressão exercida pelos antimicrobianos, bem como possibilita determinar qual tipo de 
MβL é mais prevalente em certas localidades (HASSUNA et al., 2020).

Contudo, o achado de enzimas do tipo MβL em isolados bacterianos através de 
testes moleculares não significa resistência obrigatoriamente. Para que a resistência 
esteja presente é necessária a expressão enzimática e não apenas sua presença num 
dado microrganismo. Para aplicação de testes moleculares são necessários equipamentos 
específicos e uso de sondas, associado a pessoal qualificado para execução. Assim sendo, 
o emprego dessa técnica fica restrito a locais que disponham dos recursos envolvidos, 
limitando as informações a centros de pesquisa (BERRY et al., 2019; JESUDASON; 
KANDATHIL; BALAJI, 2005). 
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No teste por PCR selecionam-se primers de oligonucleotídeos alvo de regiões 
conservadas dos genes a serem pesquisados. Em trabalho de Gasparetto e colaboradores 
(2007), foram realizadas pesquisas dos genes blaSPM-1, blaIMP-1 e blaVIM-2 em isolados 
de P. aeruginosa com fenótipo de resistência MβL, obtidos de três hospitais universitários 
de Porto Alegre (RS). Para amplificação do gene blaSPM-1 foi empregado 95ºC por 5 
minutos, seguido de 30 ciclos (95ºC por 1 minuto, 50ºC 1 minuto e 68ºC por 1 minuto). Já 
para amplificação do gene blaIMP-1 usou-se 95ºC por 2 minutos, 94ºC por 2 seguido de 
33 ciclos (94ºC por 1 minuto, 60ºC por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto). Por fim, para o gene 
blaVIM-2 ser amplificado: 94ºC por 3 minutos seguido por 35 ciclos (94ºC por 1 minuto, 
61ºC por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto) finalizando com 7 minutos a 72ºC. Destaca-se a 
necessidade de utilizar, também, controles positivos nos ensaios de biologia molecular.

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS
O encontro de diferentes enzimas em diferentes espécies bacterianas evidencia a 

real capacidade de disseminação desses elementos genéticos e causa grande preocupação. 
Isso acarreta importante impacto clínico e redução de opções terapêuticas para casos de 
infecção nosocomial por P. aeruginosa.

VIM-2 é MβL mais ubíqua no mundo e no Brasil SPM-1 é a mais importante. 
Epidemiologicamente, é interessante pesquisar a presença de MβL, pois o seu achado 
constitui dado auxiliar na tomada de medidas que minimizem sua disseminação. Ao fazer 
screening para MβL, usando-se 930 μg EDTA em discos de imipenem e meropenem (10 
μg) pode-se confirmar a produção enzimática. A detecção fenotípica de MβL em cepas 
resistentes aos carbapenens limita a terapêutica a polimixina B e colistina.

Cepas MβL positivas estão, normalmente, associadas à elevada taxa de mortalidade. 
No Brasil a prevalência de MβLs é diversificada, predominando em São Paulo, no Recife, 
no Rio de Janeiro e em Porto Alegre. Medidas de racionalização do uso de agentes 
antimicrobianos de espectro ampliado devem ser implantadas com o intuito de minimizar 
a seleção de subpopulações bacterianas produtoras de MβL. Uma vez selecionadas 
essas subpopulações, metodologias fenotípicas podem ser utilizadas para rastreamento, 
auxiliando condutas de controle de infecção. Ademais, há necessidade de desenvolvimento 
de novas drogas antimicrobianas capazes de atuar sobre P. aeruginosa produtora de MβL.
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