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RESUMO

Doencas infecciosas sao uma das principais causas de morbidade no mundo
inteiro, sendo que o uso indiscriminado de antibidticos favorece o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia bacteriana, dificultando o
combate as infec¢cdes. O numero de pacientes infectados por microrganismos
resistentes vem aumentando consideravelmente e por isso tem chamado
atencdo dos servicos de saude. A presente pesquisa teve como objetivo de
verificar a infeccdo bacteriana e sua resisténcia aos antibioticos, além da
presenca de genes produtores de beta-lactamases em um hospital do interior
do Rio Grande do Sul. Realizou-se a analise retrospectiva das infeccbes por
bactérias multirresistentes durante o periodo de janeiro de 2011 a junho de
2012. O isolamento e a identificacdo das bactérias foram realizados por
laboratorio terceirizado, e para a avaliacdo de suscetibilidade aos
antimicrobianos foi utilizado o método de difusdo de disco, padronizado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). A analise retrospectiva de
374 amostras mostrou que diferentes bactérias apresentaram resisténcia a um
grande numero de antibiéticos. Dentre as mais prevalentes no estudo e que
também apresentaram maior percentual de resisténcia estavam: Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Escherichia coli e Pseudomonas spp. Foram coletadas
62 amostras para andlise pelo método de triagem para deteccdo de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL), por aproximacédo de discos, onde
45% foram classificadas com produtoras de ESBL. A caracterizacdo molecular
feita nestes mesmos isolados, realizada pela técnica de Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) identificou o gene TEM em 70,96% dos isolados, o gene
SHV em 56,45% e, o gene CTX-M em 91,93%, dos quais 24,19% confirmaram
a presenca de gene pertencente ao grupo CTX-M1, 14,51% ao grupo CTX-M2
e 22,58% ao grupo CTX-M9. Com o presente estudo conclui-se que 0s genes
CTX-M e TEM foram os mais prevalentes entre os genes dos isolados
avaliados. Além disso, também se observa a presenca de outros genes
produtores de ESBL nas amostras analisadas fato que pode estar relacionado

ao alto nivel de resisténcia a antimicrobianos das bactérias estudadas.



Palavras-chave: Resisténcia a antimicrobianos, Antibidticos, Infeccéo
Bacteriana, Infeccéo Nosocomial, Hospitais, Beta-Lactamases,

Enterobactérias, Genes de resisténcias.
ABSTRACT

Infectious diseases are a major cause of morbidity worldwide, and the
indiscriminate use of antibiotics promotes the development of mechanisms of
bacterial resistance, making it difficult to fight infection. The number of patients
infected by resistant microorganisms has increased considerably, drawing the
attention from health services. The present study aimed to verify the bacterial
infection and its resistance to antibiotics, and the presence of genes producing
the enzyme beta-lactamase in a hospital from Rio Grande do Sul’s inland city. A
retrospective analysis of infections with multidrug-resistant bacteria was
conducted during the period from January 2011 to June 2012. The isolation and
identification of bacteria were performed by an outsourced laboratory, through
the method standardized by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) and for the evaluation of the antimicrobial susceptibility was used the
disc diffusion method. The retrospective analysis of 374 bacterial samples
showed that different bacteria presented resistance to a large number of
antibiotics. Among the more prevalent were: Klebsiella spp, Enterobacter spp,
Escherichia coli and Pseudomonas spp. with a higher percentage of resistance.
62 samples were collected for molecular analysis by the disc diffusion method,
where 45 % were classified as producing beta-lactamase (ESBL). The
molecular characterization of these same isolated genes, made through the
technique of polymerase chain reaction (PCR) identified TEM gene in 70.96 %
of the samples, the gene SHV in 56.45 %, CTX-M1 gene in 24.19%, CTX-M2
gene in 14.51 %, CTX -M9 gene in 22.58%, CTX -M gene in 91.93 %. With the
present study it was concluded that the CTX -M and TEM genes were the most
prevalent genes among the ESBL of the evaluated sample. Besides, it was also
observed the presence of other producers of ESBL genes in the samples and
this may be related to the high level of antibiotic resistance of the studied

bacteria.
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1 INTRODUCAO

As bactérias séo as principais causadoras de infeccfes hospitalares. A
infeccdo hospitalar € definida como aquela patologia infecciosa adquirida apés
a internacdo do paciente e que se manifesta com sintomas clinicos durante a
internacdo ou mesmo apds a alta quando puder ser relacionada com a

internac&o ou procedimentos hospitalares (PEREIRA et al., 2005).

No século XIX, com o surgimento dos hospitais, surgiu a infeccéo
hospitalar, que na época, estava relacionada as condi¢cdes de higiene e
saneamento basico precarios nos quais a populacao se encontrava (MOURA et
al.,, 2008). Com a ascensdo da bacteriologia por Pasteur, os ambientes
insalubres dos hospitais comecaram a ser modificados. Outra mudanca
importante foi imposta por Semmelweis, em 1847, o qual sugeriu a lavagem
das maos com agua clorada a todos os profissionais de saude (ANDRADE et
al., 1999). Nos dultimos anos, o numero de pacientes infectados por
microrganismos resistentes tem chamado atencdo dos servicos de saude,
destacando-se pela diversidade clinica de cada paciente e pelas diferentes
condutas dos profissionais de saude (FERRAREZE et al., 2007; MASTERTON
et al. 2003).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2000), os fatores que
contribuem para o aumento da multirresisténcia microbiana sao: pobreza,
acesso de forma inadequada aos agentes antimicrobianos, prescricdo errdbnea
e falha terapéutica, falsificacdo de medicamentos, maior utilizacdo de
medicamentos de amplo espectro, profissionais sem conhecimento técnico,
alimentos contaminados e ainda, deficiéncia na vigilancia epidemioldgica

dentro e fora dos hospitais.
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As doencas infecciosas sdo uma importante causa de 0Obito, provocando
a morte de cerca de 20 milhdes de pessoas por ano ho mundo. Destas, cerca
de 10 milhdes adquirem infeccdo hospitalar, e 300 mil vdo a Obito. Com a
introducdo de antibioticos nos tratamentos, as bactérias passaram a adquirir
mecanismos de defesa contra os mesmos, o que pode ser chamado de
multirresisténcia bacteriana (FERRAREZE et al., 2007, AHLUWALIA, 2007).

Os riscos de infeccdo hospitalar podem aumentar pelos seguintes
fatores: tempo de permanéncia do paciente no hospital, condi¢bes
imunologicas por doencas (AIDS, cancer) ou por utlizacdo de
imunossupressores, utilizacdo de antibidticos, procedimentos invasivos como
entubacdo traqueal, cateterizagdo venosa ou urinaria, endoscopia,
tragueostomia, sondagem entre outros, condi¢bes nutricionais do paciente,
idade, e demais aspectos (FERRAREZE, 2007; SANTOS, 2004).

O isolamento de bactérias Gram-negativas resistentes aos antibioticos
carbapenémicos vem sendo descrito em diversas partes do mundo. No Brasil,
em 2003, o primeiro isolado de metalo-beta-lactamase produzida por Klebsiella
pneumoniae foi identificado, o qual foi o precursor de varias outras infeccdes
similares, mudando o padrao de resisténcia a antibiéticos das bactérias no pais
(LINCOPAN et al.,, 2006; PAVEZ et al., 2008; PEIRANO et al.,, 2008
ZAVAZCKI, et al., 2009).

Um dos mais eficazes mecanismos de defesa das Enterobactérias é a
producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL, do inglés extended
spectrum beta-lactamase), as quais obtiveram maior destaque a partir da
década de 80, quando as cefalosporinas de amplo espectro, como ceftazidima,
cefotaxima e ceftriaxona foram usadas exaustivamente no tratamento de
infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas. A partir disto as
Enterobactérias adquiriram resisténcia aos antibioticos que antes eram usados
como primeira opg¢ao no tratamento das mesmas (BONNET, 2004). No Brasil,
pesquisas apontam Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli como as espécies
bacterianas produtoras de ESBL mais frequentes. Contudo, outras bactérias
como Pseudomonas spp., Enterobacter spp., Proteus spp. e Providencia spp.
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também s&o amplamente diagnosticadas como produtoras de ESBL
(AMARANTE, 2002; TOFTELAND et al., 2007).

Considerando que estes microrganismos sao tdo hébeis na aquisi¢cdo de
novas resisténcias e estando cada vez mais presentes no meio hospitalar, a
presente pesquisa foca na analise de genes que possam estar envolvidos com
a producéo de ESBL e, consequentemente com 0s mecanismos de resisténcia.
Estudos nessa area podem contribuir para o conhecimento aprofundado da
epidemiologia local, com a identificacdo de mecanismos de defesa bacteriana e

consequentemente com a escolha do melhor tratamento.



14

2.0BJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Verificar a prevaléncia dos genes TEM, SHV e familia CTX-M em
isolados clinicos em enterobactérias e Pseudomonas spp. provenientes de um

hospital do interior do Rio Grande do Sul.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar os materiais clinicos mais prevalentes relacionados as
infec¢des bacterianas em um hospital de médio porte do interior do Rio Grande
do Sul.

- Avaliar a presenca dos genes TEM, SHV e familia CTX-M em

enterobactérias e Pseudomonas spp. resistentes a antimicrobianos.

- Relacionar a presenca dos genes codificadores de enzimas beta-
lactamase de espectro estendido com o resultado obtido no teste de
aproximacéao de discos.
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3 JUSTIFICATIVA

A luta contra infec¢cdes bacterianas surge nos tempos da Segunda
Guerra Mundial e até hoje continua. A resisténcia bacteriana continua
emergindo e se tornando cada vez mais grave, pois a industria farmacéutica
nao segue no mesmo ritmo para a criacdo de novos farmacos capazes de
controlar infeccbes bacterianas resistentes. Juntamente com 0 uUsSO excessivo
de antimicrobianos, automedicacgéo e prescricoes equivocadas de profissionais
da saude, a resisténcia bacteriana despontou ainda mais.

O uso de antibidticos vem merecendo atencdo no mundo inteiro.
Autoridades, inclusive do Brasil, desenvolveram politicas para a racionalizacao
do uso destes medicamentos. Cautela essa adotada uma vez que
antimicrobianos sdo os medicamentos mais utilizados na atencdo primaria e,
por se tratar do medicamento mais prescrito erroneamente. Além de aumentar
a resisténcia antimicrobiana através do método de selecdo microbiana de
antibiéticos, o uso indiscriminado eleva o0s custos para a sociedade
(ABRANTES et al, 2008).

O Ministério da Saude (MS) elaborou um documento em 2001
denominado de Consenso sobre o0 uso racional de antimicrobianos, o qual visa
orientar o diagndstico de uma infecgdo, avaliar a necessidade da terapia
antimicrobiana, escolher o farmaco correto e como fazer associacdes entre
antimicrobianos (BRASIL, 2001).

Além de conter o uso equivocado de antibidticos, € importante monitorar
as diferentes resisténcias bacterianas, para que seja possivel adotar
estratégias de prevencéo e controle de infecgdes, ja que este € considerado

um problema de salde publica mundial. A partir da tecnologia de analise
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genética, € possivel determinar qual € o mecanismo de resisténcia a
antimicrobianos que determinado isolado bacteriano possui, além do perfil
fenotipico que é realizado rotineiramente em todos os hospitais. A genotipagem
de bactérias que apresentam multirresisténcia a antimicrobianos pode ser
muito Gtil para o monitoramento da resisténcia em determinado servigo
hospitalar, determinacdo de relagdo epidemioldégica entre 0s casos,
caracterizacdo de surtos hospitalares e desenvolvimento de estratégias e
medidas para aperfeicoar o controle destas infeccdes a nivel institucional
(BONNET, 2004).

Nos ultimos anos as bactérias Gram-negativas tém adquirido um papel
importante nas infec¢cdes hospitalares. Bactérias produtoras de ESBL séo
classificadas como urgéncias hospitalares, principalmente em Unidades de
terapias intensiva, onde Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas
spp. e Enterobacter spp. sdo os principais motivos de preocupacao dos
servicos de combate de infec¢cdes (BELL et al., 2007; DESHPANDE et al.,
2006). A Klebsiella spp. € uma das bactérias mais frequentes em infeccdes
hospitalares, muito associada a pneumonias e infec¢des urinarias. Esta entre

0s cinco patégenos mais frequentes na América Latina (SADER et al., 2004).

A regido da América Latina é um dos principais focos de prevaléncia de
bactérias produtoras de ESBL. Essa porcentagem pode chegar a 40% dos
isolados, por outro lado 5% das bactérias sdo diagnosticadas como produtoras
de ESBL em outros locais do mundo (FEDLER et al., 2006). O tratamento de

7

infeccbes causadas por bactérias produtoras de ESBL € através de

carbapenémicos, que por sua vez € considerada a Ultima alternativa
terapéutica se tratando de antibiéticos (WOODFORD et al., 2000).

Diante do exposto destaca-se que estudos moleculares para avaliacao
de genes relacionados a producdo de ESBL sdo de extrema importancia
epidemioldgica, pois fornecem dados que indicam quais genes sdo mais
prevalentes e desta forma podem contribuir para o conhecimento da evolucéo

da multirresisténcia e auxiliar no seu controle e tratamento.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Infecgdes hospitalares

As infeccdes hospitalares desenvolvem-se normalmente em 48 a 72
horas apds a internacao hospitalar, ndo estando presentes, nem em incubacéo,
no momento da admissao (TIERNEY et al., 2006).

7

A infeccdo hospitalar € uma das complicagdes mais frequentes que
ocorrem nos doentes internados nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI),
sendo que a ocorréncia destas infec¢cdes pode levar a um aumento do risco de
mortalidade, principalmente em pacientes em estado grave e em casos de
internacdes de tempo prolongado. Deste modo, aumentam também o tempo de
permanéncia do paciente na UTIl e os custos hospitalares (FLOROS e
ROUSSOS, 2001; COUTO et al, 2003).

Pacientes internados nas UTI adquirem infec¢cbes hospitalares com uma
frequéncia muito superior aos demais pacientes do hospital, sendo o risco de 5
a 10 vezes maior do que os internados em enfermarias e centros cirdrgicos
(WEBER et al., 1999). Os pacientes internados em UTI abrangem um pequeno
grupo dos pacientes hospitalizados, representando cerca de 5 a 10% do total,
mas contam com mais de 20% dos episédios de infec¢bes hospitalares (LIMA
et al., 2007).

O aumento do risco esta intimamente relacionado com o estado e a
gravidade da condi¢do clinica do doente, com o0 tempo de exposicdo aos
procedimentos e dispositivos invasivos, com o tempo de permanéncia na UTIl e
também com as caracteristicas fisicas do local, tais como as limitagbes de

espaco. Ainda assim, estima-se que cerca de um terco das infeccdes
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hospitalares possam ser evitadas através de programas de prevencdo
(RICHARDS et al., 2003; FLOROS e ROUSSOS, 2001).

Dentre as principais causas de infec¢cdo nos hospitais, temos o paciente
susceptivel, ou seja, com algum grau de imunodepressdo, métodos
diagnosticos e terapéuticos nao utilizados ou equivocadamente utilizados, e a
ma utilizacdo de métodos de assepsia realizados pelo servico de saude
(CAETANO et al., 2011).

As infec¢cdes hospitalares representam um dos maiores problemas de
salude publica, sendo responsaveis por diversos Obitos ou prolongamento de
internacdes e com isso aumentando os gastos com a saude (JACOBY, 2008;
BORGES, 2009).

Os avancgos na area microbioldgica tém favorecido a identificacdo de
bactérias e ajudado a relacionar casos com: infec¢cbes, contaminacdo
ambiental e mudanca do padrédo de sensibilidade de antibiéticos (ANDRADE et
al., 2006).

4.2 Resisténcia bacteriana e antimicrobianos

Com a introducdo dos antibiéticos para o tratamento de infeccdes
bacterianas, as bactérias desenvolveram formas de resisténcia a estes
farmacos. Além disso, algumas espécies bacterianas s&do consideradas
naturalmente resistentes aos antimicrobianos, que €& chamada resisténcia
intrinseca, como por exemplo, a Klebsiella spp. que é considerada resistente
ao antibiotico Ampicilina. Ja outras podem adquirir esta resisténcia com uma
exposicdo prolongada, através dos seus mecanismos de defesa. Estes
mecanismos adquiridos resultam em alteragdes na fisiologia celular e na

estrutura microbiana devido a alteragbes genéticas (O'BRIEN, 2002).

Entre as principais bactérias que adquirem resisténcias a
antimicrobianos atualmente, estdo as enterobactérias, as quais se tornaram um

dos principais grupos de patdgenos em se tratando de Infec¢cbes Hospitalares,
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além de estarem frequentemente associadas a mortalidade, gracas aos altos
indices de resisténcia. Estudos realizados pelo SENTRY (Programa de
monitoramento de patdégenos e resisténcia em infeccbes hospitalares e
adquiridas na comunidade) ou MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test
Information Collection) tém destacado a participacdo de alguns géneros da
familia Enterobacteriaceae, definindo assim os grupos CESP (Citrobacter,
Enterobacter, Serratia providencia) produtores de ESBL como uma urgéncia
clinica e epidemioldgica (KIFFER et al., 2005; BELL et al., 2007).

Além do crescente aumento de casos de ESBL, a presenca da enzima
AmpC veio a dificultar ainda mais os tratamentos e diminuir as opcfes de
antimicrobianos possiveis de serem utilizados. O Enterobacter spp. € um
exemplo classico de hiperprodutor de AmpC cromossomoal (SEREFHANOGLU
et al, 2009; TURNER et al., 2009).

Os beta-lactamicos representam a classe de antimicrobianos mais
variada e mais amplamente utilizada na rotina médica (BERTONCHELI e
HORNER, 2008). Sua baixa toxicidade e a atividade modulada de acordo com
as caracteristicas moleculares do anel beta-lactamico, justificam a sua
utilizagdo (KUBOYAMA, 2009).

No tratamento de infec¢cdes causadas por enterobactérias produtoras de
ESBL e AmpC, estdo entre as poucas alternativas de antibidticos Uteis os
carbapenémicos, 0s quais se tornaram a Ultima alternativa de terapia para
essas bactérias, uma vez que resistem a degradacdo da maioria das enzimas
beta-lactamases. Além disso, apresentam elevada afinidade pelas proteinas
ligadoras de penicilina e uma excelente permeabilidade na membrana externa
(SADER, et al., 2004; DESHPANDE et al. 2006; SEREFHANOGLU et al, 2009).

Os carbapenémicos sao antibidticos beta-lactamicos com amplo
espectro de atividade. Assim como todo beta-lactamico, esses agem inibindo a
sintese da parede bacteriana pela sua ligagdo e inativacdo das proteinas
ligadoras de penicilinas. Os beta-lactdmicos atuam na fase extracitoplasmatica

da sintese da parede bloqueando a transpeptidacédo, ligacdo covalente das
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cadeias lineares de fragmentos precursores do peptidoglicano catalisada pelas
transpeptidases. O farmaco € um analogo estereoquimico do segmento ativo
das proteinas ligadoras de penicilina, 0 que torna essas enzimas indisponiveis
para o funcionamento, desestruturando a camada de peptidoglicano da célula
bacteriana e predispondo a bactéria a lise celular (SAMPAIO, 2007; NETO et
al., 2007; SHIJU et al, 2010).

Os carbapenémicos como meropenem e imipenem possuem um amplo
espectro de acdo in vitro, com atividade inibitéria a cocos Gram-positivos,
bacilos Gram-negativos e bactérias anaerdbias, com excecdo de Enterococcus
spp., Staphylococcus meticilina resistentes e Stenotrophomonas maltophila
(MOHR, 2008; SHIJU et al, 2010).

4.3 Mecanismos de Resisténcia Bacteriana

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e outros compostos podem
se apresentar sob diferentes fendbmenos bioquimicos. Geneticamente, a
resisténcia pode ser adquirida por mutacdes ou pela aquisicdo de genes,
situados em elementos extracromossomais, tais como plasmideos ou, ainda,
como os transposons e os integrons (RANG et al., 2012; SERRANO, 2005).

Os plasmideos sédo elementos extracromossomais de DNA circulares,
encontradas livremente no citoplasma, que podem se replicar. A sua origem
ndo é conhecida, porém grande parte da resisténcia a farmacos se deve a
presenca desses plasmideos. A presenca destes elementos pode conferir
vantagens genéticas, como resisténcia a um metal toxico ou antibiotico ou
degradacdo de alguns substratos. Em situacdes adversas como, altas
temperaturas ou falta de nutrientes, os plasmideos podem ser eliminados das
células (RANG et al., 2012).

Nas enterobactérias, a permeabilidade de membrana € a chave na
sensibilidade aos antibioticos. A primeira linha de defesa contra compostos

7z

toxicos € a membrana externa, na qual substancias ingressam, sendo
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controladas pelas porinas, as quais sdo proteinas que formam canais
constituidos de agua no seu interior, permitindo a difusdo passiva de solutos

hidrofilicos através da membrana externa (NIKAIDO, 2003).

Mecanismos de impermeabilidade também estdo presentes na
membrana da bactéria. Mecanismos de impermeabilidade também estdo
presentes na membrana da bactéria. Nas bactérias Gram negativas, a
membrana externa €& constituida por lipidios e a membrana interna por
fosfolipidios. Esta constituicdo atribui uma lenta penetracdo do farmaco e a
passagem pela membrana externa é realizada através das porinas, as quais
formam canais hidrofilicos. Os farmacos podem penetrar através da membrana
celular de trés diferentes formas: Através da difusdo pela porinas, por difusdo
na bicamada fosfolipidica ou por self promoted uptake. A penetracdo na
bactéria depende das caracteristicas intrinsecas das moléculas de antibidtico.
Desta forma os compostos hidrofilicos penetram através das porinas. Os
antibidticos como o0s beta-lactamicos e tetraciclinas penetram no interior da
célula através de porinas presentes na membrana externa. Qualquer
diminuicdo na funcdo ou quantidade de porinas levara a resisténcia da bactéria
ao antibiético, baixando o nivel de antibidtico no interior da bactéria
(DECLOUR, 2009).

Outro mecanismo sdo as bombas de efluxo, que sdo responsaveis por
expulsar as drogas de dentro do citoplasma, produzindo uma hiperexpressao
de sistemas de bombas de efluxo. Este mecanismo de efluxo contribui para a
resisténcia intrinseca e adquirida em Enterobactérias (PIDDOCK, 2006,
DAVIN-REGLI et al., 2008). Os sistemas de efluxo sdo normalmente formados
por trés proteinas de membrana: a bomba de efluxo presente na membrana
citoplasmatica, canal expulsador presente na membrana externa e a proteina
de fusdo que liga os outros dois componentes (PIDDOCK, 2006). Em
Pseudomonas aeruginosa, o sistema Mex tem sido descrito como mecanismo
de resisténcia a diversos antimicrobianos, entre eles, ao meropenem. Porém,
em enterobactérias, nenhum sistema de efluxo descrito contribui com a
expulsédo dos antibidticos beta-lactamicos (PATTERSON, 2006).
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A resisténcia de Enterobactérias a carbapenémicos vem crescendo nos
ultimos anos. As Enterobactérias tém desenvolvido sofisticados mecanismos
de resisténcia contra os antibioticos beta-lactamicos, como: limitagdo do
acesso intracelular do farmaco através da sua membrana externa, por meio da
impermeabilidade ao antibiético associada a uma producéo de enzimas de tipo
AmpC e ou ESBL. A degradacdo do antibiotico por meio de enzimas
hidrolisadoras como a producédo de carbapenemases do tipo serina e metalo-
beta-lactamases. E também ha protecdo dos alvos por meio da alteracédo das
proteinas ligadoras de penicilina (DAVIN-REGLI et al., 2008).

As beta-lactamases sdo enzimas que catalisam a hidrélise do anel beta-
lactdmico, impossibilitando, desta maneira, a sua atividade antimicrobiana
através de dois possiveis mecanismos de acdo que sdo: a utilizagdo de zinco
como cofator para a atividade enzimética e a via éster de serina. A maioria
apresenta a via serina como 0 mecanismo de acao, poucas beta-lactamases
possuem 0 mecanismo de utilizacdo do zinco. As metalo beta-lactamases
atacam o anel beta-lactamico pela hidroxila livre da cadeia lateral do residuo de
zinco localizado no sitio ativo da enzima, produzindo um éster acil covalente,
gue sofre uma hidrdlise e libera a enzima ativa e o hidrolizado resultante. Este
altimo é a droga inativada (WALEY, 1987).

4.4 Beta-lactamase de espectro estendido (ESBL)

Beta-lactamases de espectro estendido, também conhecidas como
ESBL (extended-spectrum beta-lactamase), sdo enzimas capazes de hidrolisar
cefalosporinas de terceira geracéo (oximino-cefalosporinas) 10% a mais do que
hidrolisam as benzilpenicilinas. Possuem sitio de acdo contendo o amino&cido
serina como residuo catalitico principal, e normalmente sdo inibidas por
compostos como acido clavulanico, sulbactam e tazobactam, presentes em
antibidticos (BRADFORD 2001; STURENBURG e MACK 2003; PFALLER &
SEGRETI 2006).
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A primeira bactéria produtora de ESBL foi diagnosticada em 1982 na
cidade de Liverpool na Inglaterra, em uma cepa de Klebsiella oxytoca (PAYNE
et al. 1990). Hoje em dia mais de 200 tipos de ESBL s&o conhecidas e a alta
prevaléncia dessa enzima é refletida na expanséo clonal, localizando-se no
plasmideo ela tem uma caracteristica de ser amplamente disseminavel
(LIVERMORE & WOODFORD, 2006).

Este primeiro relato de beta-lactamases capazes de hidrolisar as
cefalosporinas de espectro estendido mediada por plasmideos, foi de um gene
que codifica a beta-lactamase, o qual mostrou uma mutacdo de um Unico
nucleotideo comparado com o gene que codifica SHV-1. Outras beta-
lactamase foram logo descobrindo que estavam intimamente relacionados com
TEM-1 e TEM-2, mas que tinham a capacidade de conferir resisténcia as
cefalosporinas de espectro estendido. Portanto, essas novas beta-lactamases
foram cunhados de espectro estendido beta-lactamase (SIROT et al.,1987;
BRUN-BUISSON et al., 1987).

O esquema de Ambler divide beta-lactamases em quatro classes
principais (A a D). A base deste esquema de classificacdo repousa sobre
homologia de proteinas (similaridade de aminoacidos), e ndo as caracteristicas
fenotipicas. No esquema de classificagdo Ambler, beta-lactamases das classes
A, C, e D séo serina beta-lactamase. Em contraste, as enzimas da Classe B
sdo metalo-beta-lactamases. Os Bush-Jacoby-Medeiros grupos esquema de
classificagdo beta-lactamases de acordo com semelhangas funcionais
(substrato e perfil inibidor). Existem quatro grupos principais e varios subgrupos
neste sistema. Este sistema de classificacdo € de relevancia muito mais
imediata ao médico ou microbiologista em um laboratério de diagndstico, pois
considera inibidores beta-lactamase e substratos beta-lactamicos que sé&o
clinicamente relevantes (AMBLER et al., 2003; BUSH et al., 1995).

A definicdo de ESBL mais utilizada € que sédo beta-lactamases capazes
de conferir resisténcia bacteriana as penicilinas, primeiro, cefalosporinas de
segunda e terceira geracdo, e aztreonam (mas nao cefamicinas ou

carbapenemos) por hidrolise destes antibiéticos, e que séo inibidos pelos
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inibidores da beta-lactamase tais como &cido clavulanico. O termo ESBL se
aplica nas beta-lactamases do grupo 2be de Bush-Jacoby-Medeiros e as beta-
lactamases do grupo 2d que compartiham a maioria das propriedades
fundamentais de enzimas do grupo 2be. O grupo 2be mostra que estas
enzimas sdo derivadas de grupo 2b beta-lactamase (por exemplo, TEM-1,
TEM-2, e SHV-1). A letra “e” de 2be indica que as beta-lactamases tem um
espectro alargado. Enzimas do grupo 2b hidrolisam penicilina e ampicilina, e a
um menor grau carbenicilina ou cefalotina. Eles ndo sdo capazes de hidrolisar
cefalosporinas de espectro estendido ou aztreonam em qualquer grau

significativo (BUSH et al., 1995).

A facilidade de mutacdo leva ao desenvolvimento de novas beta-
lactamases. Muitas das enzimas hoje conhecidas pertencem a familias com
graus de relacionamento e semelhancas funcionais. O diagndéstico correto
dessas bactérias é importante, pois esta relacionado ao uso indiscriminado de
antibioticos pela populacdo. Entretanto, a importancia clinica das beta-
lactamases esta relacionada a uma combinagdo de fatores que, em especial,
leva a aspectos funcionais e nao estruturais, tendo importancia a especificidade

de hidrdlise e o nivel de expresséo da atividade enzimética (BUSH, 2001).

A grande maioria das enzimas beta-lactamases é derivada dos genes:
TEM (150 variedades) e SHV (88 variedades). Outros tipos de beta-lactamases
sdo: CTX-M, OXA, PER, VEB, CME, TLA, SFO, GES e BES. (BRADFORD
2001).

4.5 Epidemiologia de producao de ESBL no Brasil

A primeira enzima do tipo CTX-M identificada foi em 1990 (BONNET et
al.,, 2000). Apesar disto, existem poucos dados epidemiolégicos sobre
infeccdes de bactérias produtoras de ESBL no Brasil. A maioria destes estudos
avaliam a presenca destas multirresisténcias em Unidades de terapia
intensiva.(UTIs) (SUPERTI et al, 2009).
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As principais pesquisas se realizam nas regides sul e sudeste do Brasil.
As beta-lactamases mais frequentemente isoladas no pais incluem os grupos
CTX-M2, CTX-M8 e CTX-M9 (SILVA & LICOPAN, 2012).

O isolamento de enterobactérias produtoras de ESBL é realizado em
diversos sitios de infeccdes, e diversas espécies sao isoladas com a presenca
do gene, como: Klebsiela spp., Escherichia coli, Salmonella enterica, Citobacter
spp., Proteus mirabillis e Serratia marcescensi. Mas as cepas que levam maior
urgéncia do ponto de vista clinico sdo a Klebsiella spp. e a Escherichia coli
devido a maior prevaléncia dos genes encontrados nestas espécies (SILVA &
LICOPAN, 2012).

A identificacdo de isolados produtores de enzimas ESBL varia muito de
regido para regido, sendo mais alta na América Latina (KIFFER et al., 2005;
FEDLER et al.,, 2006). Nos Estados Unidos a prevaléncia de amostras de
Klebsiella pneumoniae produtoras de enzimas ESBL ndo ultrapassa 5%. Na
Europa varia entre 20 e 25 % e na América Latina a prevaléncia varia entre 35
e 40% (FEDLER et al., 2006). Na Africa cepas produtoras de ESBL chegam a
prevaléncias de 15% (TANSARLI et al., 2014). No Brasil tem sido relatado que
12,1% a 16,9% das infeccbes em UTI's sdo causadas por Klebsiella
pneumoniae (OPLUSTIL et al., 2005).

4.6 Analise dos mecanismos de resisténcia bacteriana

Ensaios moleculares/genotipicos para a deteccdo de resisténcia
bacteriana podem oferecer vantagens em relacédo a ensaios fenotipicos, como
ocorre para a deteccdo da resisténcia a meticilina mecA para Staphylococos
spp., resisténcia a rifampina para Mycobacterium tuberculosis. Porém, estes
ensaios moleculares também apresentam algumas limitacdes, pois além de ter
um valor elevado para sua realizacdo, novos mecanismos de resisténcia
bacteriana podem ser perdidos. Para diagnodstico de rotina, o método de
escolha ainda € o ensaio fenotipico. Desta forma, a determinacdo da

resisténcia antimicrobiana de um isolado clinico é de extrema importancia para
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um tratamento adequado para os pacientes infectados (FLUIT et al., 2000;
LIVERMORE & WOODFORD, 2006).

Os genes CTX-M estdo geralmente associados a plasmideos, de
tamanhos que variam de 7kb a 160kb, e est&o inseridos em transposons ou em
integrons. Genes como o TEM, OXA e SHV, que conferem resisténcia a
antibioticos beta-lactamicos, sé@o frequentemente encontrados no mesmo
plasmideo. Esses plasmideos podem carrear junto com eles outros genes de
resisténcia a antibioticos como: aminoglicosideos, cloranfenicol, sulfonamidas,
trimetoprim e tetraciclina. Fato que diminui a chance de inibicdo por diversos
antibioticos e leva a um processo de selecdo natural, onde estas bactérias
levam vantagem (CANTON et al., 2006; LIVERMORE & WOODFORD, 2006).

4.7 Bactérias multirresistentes

4.7.1 Escherichia coli

Pertencente ao grupo de enterobactérias, a bactéria Escherichia coli é
um agente patogénico muito comum, tanto no ambiente em geral quanto no
ambiente hospitalar. E a principal bactéria do género Escherichia, sendo
descoberta em 1895, pelo pediatra alemao Theodor Escherich (EISENSTEIN &
ZALEZNIK, 2000). Possui grande importancia microbiol6gica e médica devido a
infeccbes causadas e principalmente ao surgimento de cepas multirresistentes

aos antibioticos utilizados na terapéutica (MURRAY et al., 2007).

Sempre presente no trato intestinal, a Escherichia coli € muitas vezes
responsavel por infec¢des intra e extra intestinais (PROCOP & COCKERILL Ill,
2004). Em casos de infec¢ao do trato urinario, a Escherichia coli € a causa
mais frequente da patologia, chegando a ser identificada em 85% dos casos
(RONALD et al., 2001).

Em crescimento nos meios de cultura seletivos, a Escherichia coli
apresenta diferentes caracteristicas, produzindo colbnias negras esverdeadas

com brilho metalico em agar EMB (do inglés, Eosin Methylene Blue) ou
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colonias rosadas (lactose positivas) em Agar MacConkey. As cepas de
Escherichia coli sdo associadas pelas propriedades bioguimicas entre elas:
fermenta a lactose, produz indol a partir do triptofano, fermenta a glicose pela
via de acidos mistos e Voges-Proskauer negativo. Nao produz acido sulfidrico
(H2S), DNase, urease ou fenilalanina desaminase e n&o utiliza citrato como
fonte de carbono (BOPP et al., 2003).

4.7.2 Klebsiella spp.

O género Klebsiella se divide em trés espécies: K. pneumoniae, K.
oxytoca e K. granulomatis. A mais comumente identificada € a Klebsiella
pneumoniae e seus principais sitios de infeccdo sdo: trato urinario, pulmao,
trato biliar e ferida operatéria (ZAOUTIS et al., 2005).

A Klebsiella spp. tem uma alta viruléncia gracas a sua capsula de
polissacarideos, a qual tem mais de 70 antigenos diferentes. Essa cépsula
confere a bactéria a caracteristica mucoéide quando isolada no laboratério
(SCWABER et al.,, 2006). A Klebsiella spp., como todas as enterobactérias,
pode se tornar multirresistente a antibidticos, tornando-se um microrganismo

constantemente combatido no ambiente hospitalar (ARCHIBALD, 2004).

Isolados de Klebsiella spp. sdo as espécies mais identificadas como
produtoras de ESBL, sendo que 2 a 5% das infec¢cbes hospitalares,
principalmente respiratorias e urinérias, estdo associadas a esta espécie.
Dados mostram uma prevaléncia de aproximadamente 50% de identificacdo de
producdo de ESBL em Klebsiella pneumoniae (MARTINS-LOUREIRO et al.,
2001; PFALLER & SEGRETTI, 2006)

4.7.3 Pseudomonas spp.

Surtos de infec¢des hospitalares tém sido provocados por Pseudomonas

aeruginosa. No Brasil, é comum a multirresisténcia destes isolados
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principalmente em ambientes hospitalares. Pseudomonas aeruginosa
multirresistente, por exemplo, € uma das principais causas de pneumonia
relacionadas a infeccdo hospitalar em diversas UTI do pais (GALES et al.,
2003; ROSSI, 2011).

Pseudomonas aeruginosa possui diversas resisténcias intrinsecas como:
sistemas de bombas de efluxo, impermeabilidade da membrana externa e
producdo de enzimas AmpC cromossomal (FLAHERTY & STOTON, 2004).
Também se destacando como produtoras de Metalo-beta-lactamases
(JACOBY et al., 2005)

A Pseudomas spp. € um bacilo Gram-negativo ndo fermentador da
glicose, e é isolado nos mais diversos materiais. Atualmente € um dos
principais agentes de infeccdo hospitalar e um dos microrganismos mais
isolados nos laboratérios de microbiologia. Devido a sua grande versatilidade
nas necessidades nutricionais, pode ser encontrado em praticamente todos os
meios de cultura em temperaturas de 4°C a 42°C (MURRAY et al.,, 2003).
Dificilmente causa infeccdo em individuo imunocompetente, porém é um dos
principais agentes infecciosos em casos de imunodepressédo (TRABULSI et al.,
2003, HOSOGLU et al., 2011).

4.7.4 Enterobacter spp.

O género Enterobacter ocupa o terceiro lugar de prevaléncia na familia
Enterobacteriaceae no mundo. Os membros do género Enterobacter sdo o
quinto patdgeno mais isolado em pacientes pediatricos (FEDLER et al., 2006;
TURNER, 2009). Enterobacter spp., também sdo amplamente identificados em
ambientes hospitalares e como a Pseudomonas spp, estéo relacionado a um
aumento de casos de producéao de ESBL (SCHWABER et al., 2003).

A producdo de ESBL em Enterobacter spp. e Pseudomonas spp. nao
séo identificados pelo método de aproximacdo de discos, pois sdo produtores

de enzimas AmpC. J& em organismos que produzem ESBL, mas néao
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produzem AmpC, o clavulanato iréd inibir a actividade de ESBL, levando ao
aumento da zona de inibicdo na area entre o disco de amoxicilina / clavulanato
e qualquer um dos discos de cefalosporina de terceira geracdo. No entanto, em
ambos o0s organismos que produzem ESBL e AmpC, clavulanato podem induzir
a producéo de beta-lactamase AmpC, levando a hidrélise de cefalosporina de
terceira geracdo, mascarando qualquer sinergia resultante da inibicdo da
ESBL.

4 .8. Diversidade de enzimas beta-lactamases e ESBL

4.8.1 Beta-lactamase tipo TEM

A enzima TEM, foi assim denominada em homenagem ao primeiro
isolado bacteriano ter sido obtido de uma menina grega chamada Temoniera.O
gene TEM-1 é capaz de hidrolisar a ampicilina a uma taxa maior do que a
carbenicilina, a oxacilina, ou cefalotina, e tem uma baixa atividade contra as
cefalosporinas de largo espectro. E inibido pelo acido clavulanico. TEM-2 tem o
mesmo perfil hidrolitico como TEM-1, mas difere do mesmo por ter um
promotor nativo mais ativo e por uma diferenca em ponto isoeléctrico (5,6
comparado com 5,4). TEM-13 também tem um perfil semelhante ao hidrolitica
TEM-1 e ao TEM-2. (JACOBY et al, 1991). Portanto os genes TEM-1, TEM-2 e
TEM-13 nédo séo considerados produtores de ESBL (SIROT et al., 1987).

O gene TEM-1 localiza-se no transposon Tn3, que € pouco especifico e
permite diversos tipos de rearranjos, além de facilitar sua dissemina¢édo para
outras espécies bacterianas. Este é 0 gene mais comumente presente em
isolados produtores de enzima beta-lactamase e bactérias como Escherichia
coli, Klebsiella spp. e Proteus mirabillis (CAO et al.,, 2002; PAGANI et al.,
2002).

A substituicdo de aminoé&cidos que ocorreram nas enzimas do tipo TEM1
causaram diversas alteracbes nos fendtipos de enzimas beta-lactamases e

formaram a enzima tipo TEM2, como a habilidade de hidrolisar oximino-
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cefalosporinas ou alterar seus pontos isoelétricos de 5,2 para 6,5, mas
continuando n&o sendo produtora de ESBL (PFALLER & SEGRETI, 2006).

Em 1987, em um isolado de Klebsiella pneumoniae, foi relatada a
primeira enzima tipo TEM3, a qual teve a modificacdo de dois aminoacidos a
partir de uma enzima tipo TEMZ2, caracteristica que possibilitou o isolado a
expressdo o fenotipo ESBL (DU BOIS et al., 1995). Mais de 150 tipos de
enzimas TEM ja foram descritas, algumas delas resistentes aos inibidores de
beta-lactamase, mas, a maioria apresenta o fenétipo ESBL (BRADFORD,
2001)

4.8.2 Beta-lactamase tipo SHV

SHVY é uma enzima encontrada principalmente em Klebsiella
pneumoniae e torna as bactérias mais resistentes aos antibidticos ampicilina,
amoxacilina e as carboxipenicilinas. Assim denominada em virtude da estrutura
quimica sulfidirl variAvel em seu sitio ativo. Ocorre em diversas
enterobactériase também em outras bactérias como Pseudomonas aeruginosa
e Acinetobacter spp. E uma enzima codificada por um gene plasmidial (ROSSI
& ANDREAZZI, 2005).

A SHV tem ponto isoelétrico entre 7,0 e 8,2, e ndo é capaz de hidrolisar
as cefamicinas e carbapenémicos, mas hidrolisa as oximinocefalosporinas e é
inibida pelos inibidores de beta-lactamase. As formas mais prevalentes séo a
SHV-1 e a SHV-2, caracterizados pela substituicdo de serina por glicina na
posicdo 238. (BRADFORD, 2001).

Atualmente ha mais de 90 variantes da enzima SHV, sendo que a
maioria possui o fenétipo ESBL. O gene SHV-1 nao é considerado produtor de
ESBL (KNOTHE et al., 1983; PATERSON & BONOMO, 2005).
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4.8.3 Beta-lactamase tipo CTX-M

Embora as enzimas SHV e TEM sejam as mais frequentemente
encontradas, outra familia vem se destacando e sendo cada vez mais
identificadas, as CTX-M. Estas se diferenciam bastante das demais,
compartilhando menos 40% do TEM e SHV e possuem uma tendéncia a
hidrolizarem melhor a ceftriaxona e a cefotaxima. Em testes, observa-se muitas
vezes uma sensibilidade a ceftazidima, ao contrario da maioria dos outros
isolados que possuem o gene CTX-M (BONNET, 2004; LIVERMORE et al.,
2007).

A sua incidéncia é muito ligada a Asia e América do Sul, mas ja vem
sendo amplamente descrita no restante do mundo. E sédo encontradas em uma
variedade maior de espécies de enterobactérias, como: Salmonella enterica,
Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Citrobacter
spp., Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (BONNET, 2004; BRADFORD,
2001).

Os genes CTX-M estdo normalmente localizados em plasmideos e
inseridos em transposons ou em integrons. Estes genes frequentemente
carreiam outros genes caracteristicos de ESBL, 0 que aumenta a resisténcia
ainda mais e da uma capacidade maior de sobrevivéncia por meio da selecdo
natural dos antibioticos (CANTON et al., 2006).

Os genes CTX-M séo formados por cerca de 60 enzimas, as quais séo
separadas em cinco grupos, de acordo com a similaridade das sequéncias de
aminoacidos CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25. As enzimas
de mesmo grupo contém uma alta similaridade genética, enquanto que
enzimas de grupo genético diferentes contém uma similaridade abaixo de 10%
(BONNET, 2004).
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4.8.4 Beta-lactamase tipo AmpC

O grupo AmpC é relacionado a classe de beta-lactamases de classe C e
pode ser codificado em genes presentes em plasmideos e cromossomos.
Possuem a caracteristica de resisténcia as cefamicinas, penicilinas,
cefalosporinas de 12 e 22 geracdo e associacao de antibiéticos com inibidores
da beta-lactamase. E uma das enzimas responsaveis pelo erro de diagnostico
do método de aproximacdo de discos, pois marcaram a producdo de ESBL
(LIVERMORE & WOODFORD, 2006; YUM et al., 2005).

4.9 Métodos para a identificacdo de bactérias ESBL

O CLSI (Clinical Laboratory Standards International) é uma organizacéo
sem fins lucrativos que reune diversos laboratérios criando normas utilizadas
para promover a exceléncia de processos, como a avaliacao e identificacdo de
bactérias. A identificacdo é realizada através de provas bioquimicas. A técnica
de aproximacao de discos, a qual identificar4 a producdo de ESBL no isolado,
preconiza a medicdo dos halos dos antibidticos: aztreonam, cefotaxima,
ceftazidima, cefpodoxima e ceftriaxona. O didmetro destes halos tem valores
determinados pelo CLSI (2013), sendo esses menores, ou seja, mais
resistentes. A bactéria analisada é considerada produtora de ESBL. Esse teste
pode ser introduzido junto com o antibiograma, assim economizando tempo e

custos. Mas é indicado fazer testes confirmatorios, como os citados a seguir.

O teste de aproximacédo dos discos € um dos métodos confirmatorios
mais utilizados para a caracterizacdo fenotipica de linhagens produtoras de

ESBL. E um teste préatico e acessivel aos laboratorios (JUNIOR et al., 2004).

Este teste consiste em inocular uma placa de agar Mueller Hinton e
acrescentar discos de aztreonam e de cefalosporinas de terceira geracao,
como cefotaxima, ceftazidima, cefpodoxima e cefepime, dispostos 20 mm
(centro a centro) de um disco de amoxacilina-clavulanato, colocado no centro

da placa. Quando se observa uma ampliacdo ou deformacdo do halo de
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inibicdo em alguma das cefalosporinas ou do aztreonam ou o0 aparecimento de
halo entre os demais, conhecida como zona fantasma ou buraco de fechadura,
€ caracterizada a sinergia entre os discos, e entdo € confirmada a identificacéo
de ESBL no isolado (DRIEUX et al., 2008; JARLIER, 1988).

Outro teste utilizado é o teste de Discos Combinados. Esta técnica
adiciona discos como acido clavulanico ou sulbactam, a discos de
antimicrobianos como cefuroxima, ceftazidima, cefotaxima ou aztreonam.
Havendo um aumento do diametro dos halos de inibicdo superior ou igual a
5mm, em comparacdo aos halos dos discos ndo adicionados de &cido
clavulanico, esta amostra deve ser identificada como produtora de ESBL (CLSI,
2013; CARTER et al., 2000).

O E-test® consiste na utilizacdo de uma fita plastica contendo
concentracbes crescentes do antibidtico em pesquisa, neste caso a
cefalosporina e a cefalosporina associada com &cido clavulanico do outro lado
da fita. Esta fita € depositada sobre uma placa de 4gar Mueller Hinton com o
inoculo bacteriano concentrado a uma escala de 0,5 MacFarland. O método
consiste no aumento da sensibilidade na presenca do acido clavulanico, em
relacdo a cefalosporina isolada. Sendo assim, leituras que apresentem
diminuicdo de pelo menos duas diluicdes logaritmicas ou quando a razéo entre
dois breakpoints for igual ou maior a 8 mm, da cefalosporina e acido
clavulanico em relacdo a cefalosporina isolada, é evidéncia presuntiva de
producdo de ESBL (DRIEUX et al., 2008; MOHANTY et al., 2009).

Existem ainda técnicas automatizadas, as quais utilizam equipamentos
como o Phoenix (Becton-Dickinson Biosciences, Sparks, MD), o Vitek
(BioMérieux, Marcy L’Etoile, France) e o MicroScan Walkaway-96 (Dade
Behring, Inc., West Sacramento, CA). Uma comparacdo destes equipamentos
foi realizada, comparando a habilidade da identificacdo de ESBL frente a testes
fenotipicos convencionais. O equipamento com maior sensibilidade foi o
Phoenix (99%), seguido pelo Vitek 2 (86%) e MicroScan (84%). Por outro lado
a especificidade foi mais variavel, oscilando de 52% (Phoenix) a 70% (Vitek 2)
(BONOMO et al., 2007).
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O teste tridimensional consiste numa modificacdo do teste de disco
difusdo, onde é inoculado o microrganismo em uma fenda circular no agar,
localizado a 3 mm do local da aplicagdo dos discos. A identificacdo de
producdo de ESBL é feita atrds da distor¢do dos halos. A vantagem dessa
técnica € a possibilidade da determinacdo simultdnea da suscetibilidade aos
antimicrobianos (THOMSON & SANDERS, 1992).

Além destas técnicas que avaliam a presenca de producdo de ESBL,
existem técnicas moleculares, que detectam a presenca da enzima através de
suas caracteristicas genotipicas. Algumas vezes as enzimas conferem baixa
resisténcia e ndo sao identificadas por testes fenotipicos ou também, algumas
vezes, 0 gene estd presente, mas a proteina ndo esta sendo expressa, as
quais ndo sdo detectadas pelos testes fenotipicos. O indicado nesses casos é
utilizar técnicas que identificam especificamente as enzimas responsaveis ou
genes responsaveis pela producdo de ESBL (BRADFORD, 2001; PITOUT et
al., 2008).

O método utilizado para a identificagcdo direta de enzimas € a
Eletroforese de Ponto Isoelétrico. Ja a técnica de PCR é o método molecular
mais simples utilizado para identificacdo dos genes de ESBL. Outras técnicas
utiizadas sdo PCR-RFLP (Fragment Leng Polymorphism) e PCR-SSCP
(Single-Strand Conformational Polymorphism). O método padréo, no entanto, €
0 sequenciamento da cadeia especifica dos nucleotideos dos genes de ESBL
(BRADFORD, 2001; SHAH et al., 2004).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Tipo de Pesquisa
A presente pesquisa € classificada como descritiva e transversal, de

abordagem quantitativa.

5.2 Populacéo do Estudo

O estudo baseou-se inicialmente na andlise retrospectiva das infec¢des
por bactérias multirresistentes de um hospital de médio porte no interior do Rio
Grande do Sul, durante o periodo de janeiro de 2011 a junho de 2012. Os
dados foram coletados a partir do banco de dados do Servigco de Controle de
Infeccéo Hospitalar do referido hospital. Posteriormente, a partir da selecao das
bactérias de maior prevaléncia, foram realizadas coletas dos isolados entre
outubro de 2012 e fevereiro de 2013, entdo sendo realizada a caracterizacéo
molecular através da pesquisa de genes relacionados a multirresisténcia. As
bactérias do estudo foram coletadas dos pacientes hospitalizados apds a sua
avaliacao, diagndstico e identificacao pelo laboratorio responsavel.

Os microrganismos isolados foram mantidos em meio skim milk (agua
destilada e leite em pd) e posteriormente o repique foi realizado no Agar
Macconkey, o qual € um meio seletivo para bactérias gram negativas. O tempo

de cultivo foi de 24 horas em estufa a 35°C +1.

5.3 Ambiente de Pesquisa
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As coletas dos isolados bacterianos foram realizadas no laboratério de
analises clinicas, o qual atende os pacientes internados no hospital. A
identificacdo, o antibiograma e o teste de aproximacdo de discos foram
realizados pelo mesmo e apds serem liberados, os isolados foram

encaminhados para a utilizagcdo na pesquisa.

5.4 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro
Universitario UNIVATES (Protocolo n° 358.936 de 23 de julho de 2013) e

também pelo Centro de Ensino e Pesquisa do Hospital em questao.

5.5 Critérios de Inclusao

Foram incluidos na pesquisa os isolados bacterianos coletadas de
pacientes do hospital, as quais apresentaram quadro de infeccdo patologica e
que foram identificados como enterobactérias ou Pseudomonas spp.

5.6 Identificacdo, antibiograma e método de aproximacao de discos das
bactérias

O isolamento e a identificacéo dos isolados bacterianos foram realizados
por laboratério terceirizado, realizado através de testes bioquimicos. Para
avaliacdo de suscetibilidade aos antimicrobianos foi utilizado o método de
difusdo de discos (antibiograma), através do método padronizado pelo CLSI
(CLSI, 2013), onde um disco impregnado com um antimicrobiano é colocado na
superficie do agar ja semeado. As placas foram incubadas por 18 a 24 horas
em temperatura de 35°C %1, e depois de mensurados os halos de inibicdo de
crescimento. Para caracterizagéo dos isolados produtores de ESBL foi utilizado
o método fenotipico de aproximacdo de discos. Este método consiste na
inoculacdo da suspensdo do isolado ajustada ao padrdo 0,5 na escala de
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McFarland em agar MullerHinton. Foram colocados discos de amoxacilina e
acido clavulanico (AMC) no centro da placa. Os antimicrobianos aztreonam
(ATM), cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ) e cefepime (CPM) foram
posicionados proximos ao disco central, e, apds incubacao da placa durante 18
a 20 horas a 35°C 1, pode-se analisar se houve presenca de uma terceira
zona entre o disco de &cido clavulanico e um substrato marcador, o que
confirma positividade de producdo de ESBL (JARLIER, 1988; SEKAR, 2009).

5.7 Analise da presenca dos genes TEM, SHV, CTX-M e dos genes
pertencentes as familias CTX-M1, CTX-M2 e CTX-M9

O DNA bacteriano foi isolado utilizando o kit PureLink Genomic DNA kit
(Invitrogen®, Carlsbad, USA) seguindo o protocolo do fabricante. Apds a
extracdo do DNA, realizou-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),

utilizando os primers especificos para os genes em questédo (Tabela 1)

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados no presente estudo.

Gene Primers Fragmento | Referéncia
SHV 5-GGG TTATTC TTATTT GTC GC-3’ 930 pb JAIN, 2008
5-TTA GCG TTG CCA GTG CTC-3'
TEM 5- ATA AAA TTC TTG AAG ACG AAA-3° | 1080 pb JAIN, 2008
5'- GAC AGT TAC CAA TGC TTA ATCA-3’
Familia 5-AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC -3’ 415 pb WOODFORD,
CTX-M1 |5-AGC TTATTC ATC GCC ACG TT -3’ 2005
Familia 5-CGACGCTAC CCCTGC TAT T -3’ 552 pb WOODFORD,
CTX-M2 | 5-CCAGCGTCAGATTTT TCA GG-3’ 2005
Familia 5'-CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG-3' 205 pb WOODFORD,
CTX-M9 | 5-ATT GGA AAG CGT TCA TCA CC-3’ 2005
CTX-M 5 ACC GCG ATATCG TTG GT 3’ 550 pb AHMED, 2004
5'CGC TTT GCG ATG TGC AG 3

As reacgdes de PCR foram realizadas no termociclador TC-512 (Techne®
Barloworld Scientific, Stone, Staffordshire, UK) com um volume final de 50 pL
sendo utilizado PCR Buffer (20 mM de Tris HCL pH 8,4 e 50mM de KCL), 1,5
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mM de MgCI2, 1,25 U de Tag DNA polimerase, 50 picomoles/yL de primers
sense e antisense e 0,2 mM de dNTP mix. Como controles positivos foram
utilizadas cepas ja conhecidas, nas quais ja foram identificados genes
produtores de ESBL. Estas cepas foram doadas pelo instituto Fiocruz do Rio de
Janeiro e pelo Laboratério de Microbiologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). As condicbes da reacao para cada gene estdo apresentadas

na tabela 2.

Tabela 2. Programas utilizados para amplificacdo dos genes analisados.

Gene Desnaturacao Anelamento Extensao Numero de | Extensdo
inicial ciclos Final

SHV 94° C 30s 55° C 40s 72°C40s |35 72° C 10min

TEM 94° C 60s 52° C 60s 72°C60s |35 72° C 10min

Familia 94° C 60s 49° C 50s 72° C 60s 37 72° C 6min

CTX-1

Familia 94° C 60s 49° C 50s 72°C60s |37 72° C 6min

CTX-2

Familia 94° C 30s 50° C 40s 72° C 50s 35 72° C 6min

CTX-9

CTX-M 94° C 45s 54° C 45s 72°C60s |38 72° C 5min

Posteriormente, para visualizacdo dos fragmentos, foi realizada
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com Brometo de Etidio, submetida
a corrente de 90 Volts por cerca de uma hora. ( Figuras | a VI do Apéndice ).

5.8 Controles Positivos

As andlises de PCR contaram com cepas para a padronizacdo dos
programas e para comparacdao do tamanho de banda no momento da

visualizacdo dos géis de agarose com os isolados. As cepas utilizadas foram:
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ATCC IOC.- Fiocruz CCBH 4955 Klebsiella pneumoniae e ATCC 700603.- Fiocruz
CCBH 3858 Klebsiella pneumoniae.

5.9 Andlise estatistica

A sensibilidade e especificidade foram analisadas pelo teste do Qui-
quadrado (y°) e teste exato de Fisher. As anélises estatisticas foram realizadas
com o software Probabilitas, adotando nivel de significancia de 5%.

Este teste utilizou os resultados das presencas dos genes pelo teste de
PCR, comparando com o resultado do método de aproximacao de discos.
Levando em conta que a presenca de qualquer gene CTX-M no isolado
acarretard em producdo de ESBL. E o teste de aproximacdo de discos pode
representar resultados falso-negativos gracas a interacdo entre enzimas, ou a

baixa producéo de ESBL.
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6. RESULTADOS

A analise retrospectiva de 374 amostras clinicas obtidas no periodo de
janeiro de 2011 a julho de 2012 mostrou que o aspirado traqueal foi a amostra
que obteve maior indice de infec¢do (70,70%), seguido da urina (6,99%) e do
escarro (6,72%). As amostras menos encontradas foram: liquido do tdérax
(0,27%), hematoepatico (0,27%) e fragmentos do esterno (0,54%). As bactérias
mais prevalentes foram: Klebsiella oxytoca, Acinetobacter sp., Pseudomonas
sp., Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas

Aeruginosa, Streptococcus pneumoniae e Klebsiella spp.

Com relacdo a resisténcia a antibioticos, as bactérias que apresentaram
resisténcia a um grande numero de antibiéticos foram: Klebsiella spp.,
Acinetobacter sp., Enterobacter sp., Escherichia coli, Serratia sp.,
Pseudomonas sp. e Staphylococcus aureus. (Tabelas | a VI do Apéndice). Do
total destas amostras foram selecionadas para o presente estudo, 62 isolados,
sendo eles: Klebsiella spp (35 isolados), Escherichia coli (24 isolados),

Pseudomonas spp. (2 isolados) e Enterobacter spp (1 isolado).

Deste total, 45,76% (27) foram classificadas como ESBL positivas
através do método de aproximacgdo de discos. Destas, a Klebsiella spp. foi a
gue apresentou maior percentual de ESBL positivas, 54,28%, seguida da
Escherichia coli, com 33,3%. Este teste ndo foi aplicado aos isolados de
Enterobacter spp e Pseudomonas spp, pois este teste ndo se aplica a estas

bactérias devido a interacdo de enzimas que inibem o resultado do teste.
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Com relacdo a metodologia genotipica, a distribuicdo do percentual da
presenca dos genes analisados esta representada na figura 1, sendo os mais
prevalentes o CTX-M (92,6%) e o TEM (85,18%).

100 Presenca do gene 926
90 - 85,18

80 -

70 -

59,25
60 -

50 A
40 1 B Presenca do gene
30 - 25,92

18,51 18,51
20 -

10 A

CTX-M1 CTX-M2 CTX-MS CTX-M

Figura 1: Presenca dos genes TEM, SHV, CTX-M e familias CTX-M1, CTX-M2

e CTX-M9 na populacdo analisada Dados em percentual.

A presenca dos genes pertencentes as familias CTX-M1, CTX-M2, CTX-
M9 ou CTX-M confere as bactérias a producdo de ESBL. Somente em um dos
isolados nao foi identificado nenhum dos genes, consequentemente houve a
identificacdo dos genes nas outras 61 (98,4%) das amostras. (Tabela VII do
Apéndice).

A producédo de ESBL nao € sempre conferida a bactéria que os genes
TEM ou SHV sao identificados, pois as enzimas TEM-1, TEM-2 e SHV-1
produzem somente a enzima beta-lactamase sem espectro estendido. Foram
identificados ao menos um dos genes TEM ou SHV em 53 (85,5%) isolados.

Os genes TEM, SHV e CTX-M foram os mais prevalentes em Klebsiella
spp. A Tabela 3 mostra a presenca dos genes e o resultado do teste de

aproximacéo de discos nos isolados de Klebsiella spp. e Escherichia coli
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Tabela 3. Relacao entre a presenca dos genes e o0 teste de aproximacao

de discos. Dados expressos em numero de isolados.

Klebsiella spp. E.coli
Aprox. de discos+ TEM+ 17 6
Aprox. de discos - TEM+ 10 10
Aprox. de discos + SHV+ 12 4
Aprox. de discos - SHV+ 11 6
Aprox. de discos +CTX-M1+ 5 2
Aprox. de discos -CTX-M1+ 5 2
Aprox. de discos +CTX-M2+ 3 2
Aprox. de discos - CTX-M2+ 3 1
Aprox. de discos +CTX-M9+ 2 3
Aprox. de discos -CTX-M9+ 2 7
Aprox. de discos +CTX-M+ 17 7
Aprox. de discos -CTX-M+ 14 14

A andlise estatistica realizada comparou o0s dois métodos de
identificagcdo de producdo de ESBL. A técnica de PCR foi utilizada como
padrao, assim a eficacia da técnica de aproximacao de discos foi comparada. A

tabela 2 mostra o resultado as especificidade e sensibilidade.

Tabela 4: Resultados de sensibilidade e especificidade da comparagao da
técnica de PCR e a técnica de aproximacao de discos.
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Gene

Sensibilidade

Especificidade

SHV
TEM
Familia CTX-M1
Familia CTX-M2
Familia CTX-M9

CTX-M

0,4571
0,5227
0,4667
0,5556
0,3571

0,4464

0,5926 (p=0,9262)
0,7778 (p=0,0957)
0,5745 (p=0,9616)
0,5849 (p=0,7344)
0,5417 (p=0,7979)

0,6667 (p=0,8685)
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7. DISCUSSAO

As beta-lactamases formam um grande grupo de enzimas que s&o
capazes de hidrolizar o anel betalactamico de penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos (antibidticos betalactamicos). Dentre as beta-lactamases,
destacam-se as ESBL. A producdo de ESBL é mediada por plasmideos que
conferem ampla resisténcia aos antimicrobianos que contém o anel
betalactamico em sua estrutura e agem neste anel betalactamico rompendo-o e
inativando assim, o antibiético. Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae sdo as
espécies bacterianas mais comumente encontradas produzindo ESBL
(KONEMAN et al., 1999).

Através do levantamento de dados realizado e dados fornecidos pelo
centro de controle de infeccdo hospitalar (CCHI) do hospital em estudo, os
casos de bactérias produtoras de ESBL representam o principal desafio ao

controle de infeccdes.

Entre as 374 amostras clinicas analisadas, as amostras mais frequentes
foram de aspirado traqueal, pois o trato respiratério € um sitio facilmente

infectavel, gracas a utilizacao de respiradores mecéanicos nos hospitais.

No presente estudo as amostras clinicas que apresentaram maior
resisténcia a antibioticos segundo o teste de difusdo de disco foram Klebsiella
sp., Acinetobacter, Enterobacter, Escherichia coli, Pseudomonas sp., Serratia
sp. e Staphylococcus aureus. Um estudo retrospectivo observou maior
frequéncia de Staphylococcus sp., seguido de Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella sp. em

amostras de pacientes com infec¢ao hospitalar (ANDRADE et al., 2006).

Diversas técnicas estdo sendo propostas para identificar a producéao de
ESBL, mas a maioria direciona-se para a deteccdo em bactérias que possuem

baixa atividade de beta-lactamase de origem cromossémica, como nas
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enzimas AmpC, que mascaram a presenca da enzima. Desta maneira dificulta
o0 estabelecimento de um padrdo-ouro de identificacdo, ja que podemos ter
resultados falso-positivos ou falso-negativos, sendo o recomendado uma
combinacgao de testes (FILHO et al., 2003). A deteccdo de enzimas de origem
cromossOmica induzivel tornou-se o grande desafio. Em Enterobacter spp. e
em Pseudomonas aeruginosa essa dificuldade se encontra, provavelmente
devido a maior permeabilidade da sua membrana externa, assim como a
resisténcia a antimicrobianos mediada por sistema de efluxo (POURNARAS et
al., 2005).

Diversos métodos para a tipagem molecular de patdgenos bacterianos e
estudo de infecgcbes hospitalares tém sido utilizadas e descritas como eficientes
para a tipagem molecular de patégenos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae e outros (SINGH et al, 2006). Para a tipagem molecular de
K. pneumoniae, a técnica de PFGE é considerada padrdo ouro, devido a sua
excelente capacidade discriminatéria (PFALLER et al., 2001). Contudo,
demanda de varios dias para sua execuc¢ao, possui alto custo e algumas cepas
ndo podem ser tipadas através do PFGE, devido a degradacdo do DNA
(SILBERT et al., 2003). Como alternativa para a técnica de PFGE, métodos

baseados em PCR tém sido amplamente utilizados.

A presente pesquisa avaliou através da técnica de PCR, a presenca de
genes relacionados a producdo de ESBL, sendo que os resultados obtidos

indicam que os genes CTX-M foram os prevalentes.

Os genes TEM e SHV sédo produtores de enzimas beta-lactamase e
algumas vezes também sdo produtores de ESBL. O gene com maior

prevaléncia foi o TEM.

Um estudo recente utilizando PCR multiplex para caracterizacéo
genotipica observou também maior prevaléncia para o gene CTX-M, seguido
do gene TEM (TISSERA, 2013).

Em estudo similar de Minarini (2007), avaliando a prevaléncia do gene

TEM em enterobactérias, o resultado chegou a 90%. Valor este acima do
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presente estudo, que identificou o gene TEM em 70,96% das amostras. Por
outro lado, Cao et al. (2002), também avaliou a prevaléncia deste gene e o
resultado foi abaixo do identificado no presente estudo em amostras de

Klebsiella pneumoniae (38%) e maior em Escherichia coli (84%).

Estudos no Iran, em diferentes hospitais da cidade de Teerd com 80
amostras de Klebsiella pneumoniae, utilizou a PCR-RFLP para identificar
genes de resisténcia. Foram identificados os genes TEM, SHV e CTX-M, com
as seguintes prevaléncias, 18%, 26% e 24,5%. O presente estudo demonstrou
uma prevaléncia superior nos genes TEM e principalmente no gene CTX-M. Ja

0 gene SHYV ficou com valores similares ao estudo (NASEHI et al., 2010).

Uma pesquisa em um hospital da cidade de Santa Maria, interior do Rio
Grande do Sul, analisou a prevaléncia de beta-lactamases de espectro
estendido pertencentes as familias TEM, SHV e CTX-M entre amostras de
Escherichia coli e Klebsiella spp. Empregando-se o método do disco
combinado, a presenca de ESBL foi confirmada em 55 (61,1%) amostras.
Quando o método do duplo disco foi utilizado, 57 (63,3%) amostras foram
produtoras de ESBLs. Com base na PCR, as ESBL do tipo TEM e SHV foram
mais presentes em Klebsiella pneumoniae, enquanto que ESBL do tipo CTX-M
foram mais presentes em Klebsiella oxytoca. Em comparagcdo, o presente
estudo tem niveis similares de confirmacdo de ESBL, com 59% de confirmacao
através da técnica de PCR (OLIVEIRA et al., 2009). Em contrapartida, um
estudo na cidade de S&o Paulo, SP, encontrou em enterobactérias o gene TEM
em 17% das bactérias analisadas, o gene SHV em 60% e o gene CTX-M em
33% (DROPPA, 2006), percentuais estes, que sdo inferiores aos obtidos na

presente pesquisa.

Em outro estudo, foram coletadas enterobactérias, todas previamente
identificadas como imipenem resistentes, obtidos de diversos materiais clinicos
coletados em oito centros hospitalares do Brasil no periodo de 2003 a 2008. A
coproducao de carbapenemase ou enzimas do tipo AmpC com ESBL do tipo
CTX-M foi confirmada em 68% dos isolados (PAVEZ, 2009). O resultado obtido

se aproxima dos resultados da presente pesquisa, contudo o gene TEM
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apresentou resultados inferiores, estando presente em apenas 17% das
amostras. Todavia, uma pesquisa na Malasia observou a presenca de 80% do
gene TEM, 20% de CTX-M e apenas 8% do SHV em bactérias do género
Escherichia coli ESBL positivas (LIM et al., 2009). Outro estudo avaliando
também amostras com Escherichia coli produtora de ESBL, isoladas de urina,
observou maior prevaléncia do gene CTX-M (94,6%), seguida do gene TEM
(56,8%) e SHV (13,5%) (MOGHADDAM et al., 2012).

Os dados obtidos nos diferentes estudos podem sugerir que 0s genes
CTX-M e TEM sejam os mais difundidos se comparado com os outros. Deve-se
destacar que existe a possibilidade de se detectar estes genes em bactérias
nao caracterizadas como ESBL positivas, como verificado no presente estudo.
Bonnet (2004) cita a coexisténcia dos genes TEM e CTX-M no mesmo

plasmideo, podendo estes ser transmitidos e detectados.

Celenza et al. (2006) detectou em seu estudo na Bolivia, genes CTX-M
em 92% das cepas estudadas, em 6 diferentes espécies de enterobactérias,
assemelhando-se aos valores do presente estudo. Em estudos na Argentina, o
grupo CTX-M foi detectado em 67% das amostras, com oito espécies de
enterobactérias (CELENZA et al., 2006; QUINTEROS et al., 2003).

Com relacédo aos demais genes da familia CTX-M, a presente pesquisa
verificou uma baixa prevaléncia destes, sendo 0s genes pertencentes a familia
CTX-M1 sédo os mais prevalente (25,92%). Em Ribeirdo Preto um estudo
identificou os genes CTX-M em Klebsiella pneumoniae. Foi realizado um perfil
de sensibilidade das linhagens estudadas, e foram identificados genes CTX-M
em plasmideos conjugativos em 13 (37%) linhagens estudadas. Destas 13
amostras, foram identificados os genes pertencentes as familias CTX-M9 em
guatro amostras de Klebsiella oxytoca, e CTX-M2 em nove amostras de
Klebsiella pneumoniae, mostrando que estes genes estdo cada vez mais
numerosos na regiéo (CLIMACO, 2007).

Estudos em um hospital de Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, foram

avaliados pelo método de PCR, 62 amostras de Klebsiella pneumoniae. Destas
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amostras 59 (95,2%) possuiam o gene TEM, 51 (82,3%) o gene CTX-M e 26
(74,3%) o gene SHV. O presente estudo avaliou exatamente 0 mesmo numero
de amostras, sendo que os resultados foram similares em relacdo ao gene
CTX-M, todavia os genes TEM e SHV apresentaram percentual maior do que o
encontrado no presente estudo (WOLLHEIM, 2009).

Apesar da presenca dos genes nao ser diagnoéstico para a producéo de
ESBL, ja que este gene pode estar silenciado ou haver a produgéo de enzimas
que inibem a producdo da ESBL, como a enzima AmpC, a grande preocupacgéao
€ com a grande presenca destes genes e a facilidade desses serem
transmitidos para outras bactérias por meio de plasmideos. Desta maneira, a
producdo de ESBL pode ser fator agravante em conjunto com outras
multirresisténcias (BRADFORD, 2001). Em geral, bactérias relacionadas as
infeccbes hospitalares, demonstram resisténcia a multiplos antimicrobianos, os
quais causam surtos de infec¢des, fator primordial na epidemiologia de cepas
hospitalares (MOOLENAAR et al., 2000).

A producdo de beta-lactamases € o mais importante mecanismo de
resisténcia contra antimicrobianos beta-lactamicos em organismos Gram
negativos. Essas enzimas limitam os tratamentos hospitalares. Estdo presentes
principalmente em espécies da familia Enterobacteriaceae (HERNANDEZ et
al., 2003).A alta frequéncia de multirresisténcias entre bactérias com o gene
CTX-M pode ser resultado da coexisténcia, em um mesmo plasmideo, de
genes CTX-M com genes que conferem resisténcia a outras classes de
antibioticos (CANTON et al., 2006).

A frequéncia de ESBL isolados no mundo varia muito de regido para
regido. Nos Estados Unidos a prevaléncia de Klebsiella spp. produtoras de
ESBL nao ultrapassa 5%, ja na Europa este indice atinge entre 20 e 25% e na
América Latina, a prevaléncia varia entre 35 e 40% (FEDLER et al., 2006).
Resultados de prevaléncia diferentes também levam a niveis diferentes de
prevaléncia dos genes. Os genes variam em prevaléncia em pequenas regides,
até mesmo em hospitais da mesma cidade, e podem variar ainda mais em

paises ou continentes (SADER et al., 2004).
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Diversos estudos séo realizados analisando prevaléncia de produtores
de ESBL. Na maioria dos casos, as bactérias mais isoladas sédo Klebsiela spp.
e Escherichia coli. Alguns autores apresentam valores superiores de outras
enterobactérias, mas devem ser estudos isolados ou com ndmero pouco
significativo de isolados (PAGANI et al., 2002).

A diversidade de resultados encontrados na literatura, bem como o
elevado indice de infeccbes hospitalares provocadas por cepas
multirresistentes, sugerem que outros estudos, envolvendo mais isolados e
outros genes, sdo necessarios para o melhor entendimento dos mecanismos
de evolucdo e disseminacdo da producdo de ESBL no ambiente hospitalar.
Além disso, a caracterizacdo destes genes em isolados de Klebsiella spp e
Escherichia coli, em outros hospitais, poderia contribuir para a ampliacdo do
conhecimento sobre a epidemiologia, as formas evolucédo e de disseminacéo

destes patdgenos.

7

O método de aproximacdo de discos € uma técnica amplamente
utilizada pelos laboratorios de microbiologia clinica para identificar bactérias
produtoras de ESBL, principalmente devido ao seu baixo custo, ja que todo o
material utilizado ja faz parte da rotina do antibiograma. E um método que deve
ser continuado, mas por se tratar de um método manual, ter interagdo entre
outras enzimas como a AmpC e ter diferentes niveis de producdo da enzima.

Deve-se observar a possibilidade de falso-negativos (CLSI, 2013).
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8. CONCLUSAO

A prevaléncia de infec¢des avaliadas neste estudo mostrou uma grande
quantidade de infeccbes no hospital em estudo. Uma grande diversidade de
espécies bacterianas também foi observada, mas se tratando de
multirresisténcias, 0os casos apesar de estarem em constante crescimento, nao
foram observadas multirresisténcias mais preocupantes como observado em

hospitais localizados em grandes regifes proximas.

A presenca dos genes produtores de ESBL estudados foi identificada
com uma alta prevaléncia nos isolados deste estudo. O gene CTX-M
demonstrou ser o principal ligado a producdo de ESBL na regido. Ja os genes
produtores de enzima beta-lactamase estudados, demonstraram resultados
similares a outras regibes, com uma prevaléncia maior do gene TEM, seguido
do gene SHV.

A correlacdo entre a identificacdo de genes produtores de ESBL e o
teste de aproximacéo de discos, demonstrou que os resultados dos dois testes
nao sdo similares. Assim sendo o teste de aproximacao de discos evidencia
casos de falso-negativos, devido a outras enzimas que podem influenciar na
sinergia entre os discos impregnados por antibiéticos utilizados na técnica.
Outra causa pode ser atribuida a baixa producdo de ESBL pelos isolados, e
assim, a quantidade da enzima nado sera suficiente para produzir o sinergismo
entre os discos, consequentemente tornando impossivel sua observacao.
Apesar do teste de aproximacdo de discos ndo ser uma técnica muito efetiva,
ela se apresenta de extrema importancia nas rotinas dos laboratérios clinicos,
pois é uma técnica rapida de se realizar, utiliza os mesmos materiais utilizados

no teste de antibiograma, levando a um baixo custo financeiro.

O estudo realizado & de grande importancia epidemiologica. O

conhecimento da prevaléncia dos genes auxilia em estratégias de combate das
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bactérias produtoras de ESBL, além de mostrar uma prevaléncia de producéo
de ESBL através da técnica de PCR, mais confiavel que dados demonstrados

pelo método de aproximacéao de discos.
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APENDICES

Tabela I: Prevaléncia de contaminagdo conforme a amostra (Dados em percentual)

70

Micro-organismo AP ESC FO FE HP HC LB
Acinetobacter sp. 84,93 5,48 - - - - 1,37
Enterobacter sp. 70,60 5,88 588 5,88 - 5,88 -
Enterococcus sp. - - - - - - -
Escherichia coli 39,13 - 8,69 - - 4,35 -
Haemophylus sp. - 33,33 66,67 - - - -
Klebsiella oxytoca 100,0 - - - - - -
Klebsiella sp. 64,40 11,86 1,70 - - 3,39 1,70
Proteus mirabilis 46,66 - - - 6,67 6,67 -
Proteus vulgaris 66,67 33,33 - - - - -
Pseudomonas Aeruginosa 79,08 6,98 2,32 - - - 4,65
Pseudomonas sp. 85,72 - 14,28 - - - -
Serratia sp. 75,00 - - - - - 25,00
Staphylococcus aureus 84,62 2,56 2,56 2,56 - 2,56 -
Staphylococcus sp. 30,00 10,00 25,00 - - 5,00 -
Stenotrophomonas maltophilia 84,85 6,06 3,03 - - 3,03 -
Streptococcus pneumoniae 68,75 18,75 - - - - -
Neisseria Meningitidis - - - - - - -
AP= aspirado brénquico, ESC= escarro, FO= ferida operatéria, FE= fragmento do

esterno, HP=hematoepatico, HC= hemocultura, LB= lavado bronquico



Tabela Il: Prevaléncia de contaminacdo conforme a amostra (Dados em percentual)
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Micro-organismo LT LP LCR PA PC FS UR
Acinetobacter sp. 1,37 - - - 4,11 1,37 1,37
Enterobacter sp. - - - - - - 5,88
Enterococcus sp. - - - - - - 100,00
Escherichia coli - - - 4,35 - 4,35 39,13
Haemophylus sp. - - - - - - -
Klebsiella oxytoca - - - - 3 - -
Klebsiella sp. - 5,08 - 1,70 3,39 1,70 5,08
Proteus mirabilis - - - 6,67 - - 33,33
Proteus vulgaris - - - . 3 - -
Pseudomonas Aeruginosa - - - 2,32 4,65 - -
Pseudomonas sp. - - - - - - -
Serratia sp. - - - - 3 - -
Staphylococcus aureus - - - - - - 5,14
Staphylococcus sp. - - - - 25,00 - 5,00
Stenotrophomonas maltophilia - - - 3,03 - - -
Streptococcus pneumoniae - - 6,25 - - - 6,25
Neisseria Meningitidis - - 100,0 - - - -

LT= Liquido de térax, LP= liquido pleural, LCR= liquor, PA= parede abdominal, PC=

ponta de cateter, FS= ferida sacro, UR= urina
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Tabela Il1. Percentual de resisténcia das bactérias com relacao aos antibioticos testados

Acinetobacter sp. Enterobacter sp. Enterococcus sp. E.coli
Amoxicilina/ 1,37 88,23 - 21,73
clavulanato
Cefepima 75,34 5,88 - 21,73
Ciprofloxacina 72,60 35,29 66,66 30,43
Tobramicina 57,53 - - -
Levofloxacina 71,23 - - -
Gentamicina 72,60 29,42 66,66 30,43
Piperacilina 71,23 - - -
Piperacilina/ 23,28 - - 4,34
tazobactam
Ampicilina/ 19,17 - - -
Sulbactam
Ceftazidima 57,53 29,42 - 21,73
Sulfametoxazol/ 75,34 23,52 - 43,47
Trimetoprima
Acido Nalidixico - 5,88 - 8,69
Ampicilina - 100 33,33 43,47
Amicacina 72,60 17,64 - 4,34
Cefalotina - 94,11 - 26,08
Ceftriaxona - 29,41 - 21,73
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Cefuroxima
Norfloxacina
Estreptomicina
Tetraciclina
Cloranfenicol
Nitrofurazona
Perfloxacina
Aztreonam
Clindamicina
Eritromicina
Oxacilina
Ticarciclina
Penicilina
Imipenem

Meropenem

2,74

1,37

64,70

5,88

66,66
66,66

100,0

21,73

8,69
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Tabela IV. Percentual de resisténcia das bactérias com relacdo aos antibidticos testados

P. aeruginosa Serratiasp. Stenotrophomonas sp.
Amoxicilina/ - 62,50 -
clavulanato
Cefepima 4,00 37,50 -
Ciprofloxacina 52,00 37,50 -
Tobramicina - - -
Levofloxacina - - 3,03
Gentamicina 42,00 37,50 -
Piperacilina 12,00 - -
Piperacilina/ 4,00 12,50 -
tazobactam
Ampicilina/ - - -
Sulbactam
Ceftazidima 2,00 37,50 -
Sulfametoxazol/ - 37,50 6,06
Trimetoprima
Acido Nalidixico - - -
Ampicilina - 100,0 -
Amicacina 32,00 12,50 -
Cefalotina - 100,0 -
Ceftriaxona 2,00 37,50 -
Cefuroxima - 100,0 -
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Norfloxacina
Estreptomicina
Tetraciclina
Cloranfenicol
Nitrofurazona
Perfloxacina
Aztreonam
Clindamicina
Eritromicina
Oxacilina
Ticarciclina
Penicilina
Imipenem

Meropenem

2,00

14,00
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Tabela V. Percentual de resisténcia das bactérias com relacdo aos antibioticos testados

Klebsiella sp.  Proteus spp.  Streptococcus pneumoniae
Amoxicilina/ 49,15 16,66 -
clavulanato
Cefepima 45,76 5,55 -
Ciprofloxacina 35,59 - -
Tobramicina - - -
Levofloxacina - - 6,25
Gentamicina 38,98 27,77 -
Piperacilina - - -
Piperacilina/ 22,03 - -
tazobactam
Ampicilina/ - - -
Sulbactam
Ceftazidima 47,45 5,55 -
Sulfametoxazol/ 42,37 16,66 25,00
Trimetoprima
Acido Nalidixico 5,08 11,11 -
Ampicilina 98,30 38,88 -
Amicacina 5,08 - -
Cefalotina 64,40 38,88 -
Ceftriaxona 54,23 11,11 -
Cefuroxima 55,93 22,22 -
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Norfloxacina
Estreptomicina
Tetraciclina
Cloranfenicol
Nitrofurazona
Perfloxacina
Aztreonam
Clindamicina
Eritromicina
Oxacilina
Ticarciclina
Penicilina
Imipenem

Meropenem

3,39

6,25

12,50
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Tabela V1. Percentual de resisténcia das bactérias com relacdo aos antibidticos testados

Haemophylus sp. ~ S. aureus Staphylococcus sp.

Amoxicilina/ 8,33 28,20 35,00
clavulanato

Cefepima - - -
Ciprofloxacina - 20,51 35,00
Tobramicina - - -
Levofloxacina - - -
Gentamicina - 23,07 25,00
Piperacilina - - -
Piperacilina/ - - -
tazobactam

Ampicilina/ - - -
Sulbactam

Ceftazidima - - -
Sulfametoxazol/ 50,0 10,25 15,00
Trimetoprima

Acido Nalidixico - - -
Ampicilina 8,33 - -
Amicacina - - -
Cefalotina - - -
Ceftriaxona - - -

Cefuroxima - - -
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Norfloxacina
Estreptomicina
Tetraciclina
Cloranfenicol
Nitrofurazona
Perfloxacina
Aztreonam
Clindamicina
Eritromicina
Oxacilina
Ticarciclina
Penicilina
Imipenem

Meropenem

2,56

25,64
46,15

12,82

65,00
35,00

65,00
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Tabela VII: com resultados de PCR e teste de aproximacdo de discos das 62 amostras

analisadas:
N° Espécie Teste de SHV TEM CTX-M1 CTX-M2 CTX-M9 CTX-M
Aprox.
de discos
1 Klebsiellaspp. Positivo Positivo  Positivo N N N N
Escherichia
2 coli Positivo N N N Positivo N Positivo
3 Klebsiella spp. Positivo N Positivo N N N Positivo
Pseudomonas
4 spp. N Positivo N N N N Positivo
5 Klebsiella spp. N N Positivo N Positivo N Positivo
6 Klebsiella spp. N N Positivo N N Positivo Positivo
Escherichia
7 coli N N N N N Positivo N
8 Klebsiella spp. N N Positivo N Positivo N N
9 Klebsiella spp. N Positivo Positivo N Positivo N Positivo
10 Klebsiella spp. N Positivo Positivo Positivo N N Positivo
Escherichia
11 coli N N Positivo N N Positivo Positivo
12 Klebsiella spp. N Positivo N N N N Positivo
13 Klebsiella spp. Positivo Positivo Positivo Positivo N N Positivo
14 Klebsiella spp. N N N N N N Positivo
15 Klebsiella spp. N N N N N N Positivo
Escherichia
16 coli N Positivo Positivo N N N Positivo
Escherichia
17 coli N N N N N N N
Escherichia
18 coli N N N N N N Positivo
19 Klebsiella spp. N Positivo Positivo  Positivo N N Positivo
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61 Klebsiella spp. Positivo N Positivo N N N Positivo

62 Klebsiella spp. Positivo Positivo Positivo N Positivo N Positivo

100 pb TEM 11 TEM 16 TEM 20 TEM 41

Figura I: Imagem representativa da presenca do fragmento de 1080pb referente ao
gene TEM nas amostras analisadas. C- = controle negativo. C+ = Controle positivo
(ATCC IOC.- Fiocruz CCBH 4955 Klebsiella pneumoniae). 100pb = Marcador de peso
molecular 100 pares de base. Gel de agarose a 1.5% corado com Brometo de Etideo.
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100pb SHV 9 SHV 10 SHV 12 SHV 16 SHV 30

Figura II: Imagem representativa da presenca do fragmento de 930pb referente ao
gene SHV nas amostras analisadas. C- = controle negativo. C+ = Controle positivo
(ATCC I0C.- Fiocruz CCBH 4955 Klebsiella pneumoniae). M= Marcador de peso
molecular 100pb. Gel de agarose a 1.5% corado com Brometo de Etideo.

100 pb CTX-110 CTX-113 CTX-119 CTX123 CTX-126 CTX126 C+

Figura Ill: Imagem representativa da presenca do fragmento de 415pb referente ao
gene CTX-M 1 nas amostras analisadas. C- = controle negativo. C+ = Controle
positivo (ATCC 10C.- Fiocruz CCBH 4955 Klebsiella pneumoniae). M= Marcador de
peso molecular 100pb. Gel de agarose a 1.5% corado com Brometo de Etideo.
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100 pb

Figura IV: Imagem representativa da presenca do fragmento de 552pb referente ao
gene CTX-M2 nas amostras analisadas. C- = controle negativo. C+ = Controle
positivo (ATCC 700603.- Fiocruz CCBH 3858 Klebsiella pneumoniae). M= Marcador
de peso molecular 100pb. Gel de agarose a 1.5% corado com Brometo de Etideo.

100 pb CTX96 CTIXI97 C+ C-

Figura V: Imagem representativa da presenca do fragmento de 205pb referente ao
gene CTX-M9 nas amostras analisadas. C- = controle negativo. C+ = Controle
positivo (ATCC 700603.- Fiocruz CCBH 3858 Klebsiella pneumoniae). M= Marcador
de peso molecular 100pb. Gel de agarose a 1.5% corado com Brometo de Etideo.
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CTX-M28

Figura VI: Imagem representativa da presenca do fragmento de 550pb referente ao
gene CTX-M nas amostras analisadas. C- = controle negativo. C+ = Controle positivo
(ATCC 700603.- Fiocruz CCBH 3858 Klebsiella pneumoniae). M= Marcador de peso
molecular 100pb. Gel de agarose a 1.5% corado com Brometo de Etideo.



