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RESUMO

As Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude representam um desafio crescente em
decorréncia do aumento das taxas de resisténcia aos antimicrobianos. Essas infec¢oes
provocam sérios agravos a saude do paciente, aumentam as taxas de mortalidade e
elevam os custos médicos. O principal mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos na
familia Enterobacteriaceae ¢ a producao de enzimas B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) e carbapenemases. As enterobactérias produtoras de ESBL mostram uma
grande habilidade para disseminar e permanecer dentro do ambiente hospitalar,
limitando as opcdes terapéuticas. Apesar da elevada prevaléncia dessas enzimas, sua
producdo ainda é subestimada, devido as dificuldades de deteccdo laboratorial. Este
estudo teve como objetivo caracterizar a presenga dos principais tipos de ESBL, AmpC
e carbapenemases (KPC e NDM) por meio de meétodos fenotipicos e genotipicos, e
avaliar a diversidade genética de 88 enterobactérias recuperadas de hemoculturas em
hospitais de Belo Horizonte, MG, nos periodos de junho de 2008 a junho de 2009 e,
abril de 2013 a abril de 2014. Foram realizados testes de susceptibilidade aos
antimicrobianos e a detec¢do fenotipica das enzimas ESBL por Teste do Sinergismo do
Duplo Disco (TSDD) e Etest; AmpC, pelo Teste do Disco de Aproximacédo e disco
combinado de cefoxitina com &cido fenilbordnico e pesquisa de carbapenemases, pelo
Teste de Hodge Modificado (THM).Os genes blarem, blasny, blactx-m, blaces, blaampc,
blacmy, blarox, blapua, blakpc € blanpw foram avaliados pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Na avaliacdo da similaridade genética entre as amostras, utilizou-se
0 ERIC-PCR. Dentre as amostras identificadas, 58% de K. pneumoniae, 21% de
Enterobacter cloacae complex, 10% de Enterobacter aerogenes e 11% de E. coli, a
frequéncia da producdo de ESBL quando utilizados o TSDD e o Etest foi de 56,8% e
55,6%, respectivamente. A pesquisa fenotipica de AmpC mostrou-se positiva apenas
para uma amostra. Pelo THM, 39,2% das amostras de K. pneumoniae e 11,1% das de
Enterobacter spp. foram positivas. Genes que codificam a sintese de ESBL foram
observados em 79,5% das amostras. Dentre eles, blatgm foi 0 predominante, detectado
em 61,3% (54/88) das amostras, seguido de blasyy, presente em 42% das amostras,
especialmente em K. pneumoniae (36/51). A presenca simultdnea de marcadores que
codificam dois tipos de ESBL foi observada em 37,5% (33/88) das amostras. A
combinacdo blatem/blasyy foi a mais comum em K. pneumoniae e blatem/blactx-m em
Enterobacter spp. e E. coli. Em relacdo as carbapenemases, blaxpc foi detectado em
45% (23/51) das amostras de K. pneumoniae e em 18,5% (5/27) das amostras de
Enterobacter spp.. Foi detectada a presenca de blaampc €m uma amostra de E. coli que
também se mostrou resistente a cefoxitina. Os genes blacmy, blarox, blapya, blanom €
blages ndo foram detectados em nenhuma das amostras bacterianas analisadas neste
trabalho. Os resultados obtidos permitem sugerir que varias populacfes clonais estejam
circulando entre os Hospitais em estudo, dentre estas algumas idénticas, que podem ter
sido disseminadas por diferentes vias, como o0s profissionais da area de salde e
pacientes transferidos entre os hospitais.

Palavras chaves: Enterobactérias, Hemoculturas, Beta-lactamases, Marcadores de
Resisténcia, Diversidade clonal.

Apoio Financeiro: FAPEMIG; CNPqg; CAPES; PRPg/UFMG.



ABSTRACT

Healthcare Associated Infections represent a growing challenge due to the increase of
antimicrobial resistance. These infections provoke severe harm to the patient’s health,
raise the mortality rates and the medical costs. The main mechanism of antimicrobial
resistance in the family Enterobacteriaceae is the production of extended-spectrum (-
lactamases (ESBL) and carbapenemases. The ESBL-producing enterobacteria show a
great ability to disseminate and remain inside the hospital environment, limiting the
therapeutic options. Despite the high prevalence of these enzymes, their production is
still underestimated because of the difficulties of laboratory detection. The present
research aimed to characterize the presence of the main types of ESBL, AmpC and
carbapenemases (KPC and NDM) through phenotypic and genotypic methods, and to
assess the genetic diversity of 88 enterobacteria recovered from hemoculture in
hospitals in Belo Horizonte, MG, between June 2008 and June 2009 and also april 2013
and april 2014. It was carried out antimicrobial susceptibility testing and phenotypic
detection of ESBL enzymes through Double-Disk Synergy Test (DDST) and Etest;
AmpC, through the Double-Disk Synergy Test and combined disk of cefoxitin with
phenylboronic acid and research of carbapenemases, through the Modified Hodge Test
(MHT) The genes blaTE|\/|, b|as|-|v, b|aCTx.|\/|, b|aGEs, blaAmpc, blaCMy, blapox, bIaDHA,
blakpc and blanpm were evaluated by the Polymerase Chain Reaction (PCR). In the
evaluation of the genetic similarity of the samples, it was used the ERIC-PCR. Among
the identified samples, 58% of K. pneumoniae, 21% of Enterobacter cloacae complex,
10% of Enterobacter aerogenes and 11% of E. coli, the frequency of production of
ESBL when DDST and Etest were used was of 56.8% and 55.6%, respectively. The
phenotypic research of AmpC showed positive only to one sample. Through MHT,
39.2% of the samples of K. pneumoniae and 11.1% of the Enterobacter spp. were
positive. Genes which encodes the synthesis of ESBL were observed in 79.5% of the
samples. Among them, blatem was dominant, detected in 61.3% (54/88) of the samples,
followed by blasyy present in 42% of the samples, especially in K. pneumoniae (36/51).
The simultaneous presence of markers which encode two types of ESBL were observed
in 37.5% (33/88) of the samples. The combination blargm/blasyy was the most common
in K. pneumoniae and blargm/blactx-m in Enterobacter spp. and E. coli. Regarding the
carbapenemases, blaxpc was detected in 45% (23/51) of the samples of K. pneumonia
and in 18.5% (5/27) of the samples of Enterobacter spp.. It was detected the presence of
blaampc in @ sample of E. coli which also showed resistance to cefoxitin. The genes
blacmy, blarox, blapua, blanom and blages were not detected in any of the bacterial
samples analyzed here. The obtained results may suggest that several clonal populations
might be circulating among the Hospitals studied, some identical, which can be
disseminated through different ways, with health professionals and the patients’
transferences between hospitals.

Keywords: Enterobacteria, Hemocultures, Beta-lactamases, Resistance Markers, Clonal
Diversity.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Infeccdo Hospitalar representa um grande desafio para a satde publica em
todo 0 mundo. E, por definicdo, a infecgdo adquirida ap6s a admissao do paciente, e que
se manifesta durante a internacdo ou apo6s a alta hospitalar. Estas infec¢Ges prolongam o
tempo de internagdo, aumentam os custos hospitalares e as taxas de mortalidade. Nos
ultimos anos, a expressdo Infeccdo Hospitalar vem sendo substituida por Infeccbes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), expressao mais ampla, pela qual a
prevencdo e o controle das infeccbes passam a ser considerados para todos os locais
onde se presta o cuidado e a assisténcia a salde. Sendo assim, o hospital ndo é o Unico
local onde se pode adquirir uma infeccdo, podendo existir o risco em procedimentos
ambulatoriais, servicos de hemodialise, assisténcia domiciliar, entre outros (BRASIL,
1998; HORAN et al., 2008).

Devido ao fato de as IRAS estarem intimamente relacionadas a
procedimentos de risco, como 0 uso de cateteres e a ventilacdo mecanica, as bactérias da
familia Enterobacteriaceae, uma vez que sao ubiquitarias, estdo entre 0s mais
importantes agentes destas infecgdes (PITOUT, 2010).

A familia Enterobacteriaceae € a maior e a que congrega 0 mais importante
grupo de bacilos Gram-negativos de importancia médica (PATERSON, 2006; Friedrich
et al., 2010). Embora os membros desta familia facam parte da microbiota indigena do
homem e de outros animais, esses microrganismos sdo responsaveis por uma grande
variedade de doencas (LIN et al., 2010).

Durante as trés ultimas décadas, espécies resistentes a maltiplas drogas tém
emergido entre as Enterobacteriaceae, tornado-se endémicas em varios hospitais do
mundo (KRITSOTAKIS, et al., 2011). Dentro deste grupo, podemos destacar Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli e espécies do género Enterobacter, como importantes
causas de infeccOes relacionadas a assisténcia a satde (LIN et al., 2010).

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos pode ser considerada como
um dos mais graves problemas mundiais enfrentados pelos hospitais (VIALE et al.,
2013). A produgédo de enzimas B-lactamases que inativam a maioria dos antimicrobianos
é o principal mecanismo de resisténcia apresentado pelas bactérias Gram-negativas,
podendo, também, ser associada a reducdo de permeabilidade de membrana, devido a

mutacdo em porinas (LIVERMORE, 2012). Nos ultimos anos, novos antimicrobianos [3-
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lactdmicos tém sido desenvolvidos; no entanto, para cada novo antimicrobiano
introduzido, uma nova B-lactamase emerge, causando resisténcia (BUSH; JACOBY,
2010). As enterobactérias produtoras de B-lactamase mostram uma grande habilidade
para disseminar e permanecer dentro do ambiente hospitalar, o que limita as opgoes
terapéuticas clinicamente disponiveis (DENISUIK et al., 2013).

Dentro do grupo das enzimas que conferem resisténcia aos agentes [-
lactdmicos, as B-lactamases de Espectro Estendido (ESBL), as B-lactamase AmpC e a
Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) sdo as que mais se destacam neste
cenario (KIM et al., 2005; NORDMANN et al., 2009; NOGUEIRA-MIRANDA et al.,
2012).

As enzimas ESBL tém como principal caracteristica conferir resisténcia aos
B-lactamicos de espectro estendido, como cefalosporinas de terceira e quarta geracao e
aos monobactamicos (BUSH; FISHER, 2011). Genes que codificam enzimas ESBL tém
sido descritos em varias espécies de Enterobacteriaceae. As principais enzimas sao
TEM, SHV e CTX-M e suas variantes, e as ESBL GES, VEB, PER, que, apesar de
terem uma menor prevaléncia, ja foram reladas em diversas partes do mundo (POIREL
etal., 2012; DALLENNE et al., 2010).

A produgdo de pB-lactamases AmpC confere resisténcia a uma ampla
variedade de antimicrobianos: B-lactamicos, B-lactamicos associados aos inibidores de
B-lactamases e monobactamicos. A expressdo de AmpC em bactérias Gram-negativas
ocorre por inducdo do gene cromossomal ampC (principalmente ap0s exposicdo a
alguns antimicrobianos B-lactamicos) e pela aquisicdo de plasmideos (SASIREKHA e
SHIVAKUMAR, 2012). Muitos laboratdrios tém dificuldade de relatar resisténcia
mediada por AmpC, principalmente por ndo existirem diretrizes que padronizem essa
deteccdo (PITOUT, 2010).

KPC é uma enzima produzida principalmente por K. pneumoniae;
entretanto, sua deteccdo ja& foi relatada em vérias outras espécies da familia
Enterobacteriaceae e em bacilos Gram-negativos ndo fermentadores. Sua presenca em
espécies bacterianas confere resisténcia aos antimicrobianos carbapénemicos além de
inativar penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos (BURNS et al., 2013). Devido a
sua localizacdo em plasmideos, essas enzimas tém um alto poder de disseminacao, o
que dificulta o controle de epidemias e preocupa os profissionais da area de saude, pois
o tratamento destas infeccbes € extremamente dificil, devido as escassas opgdes
terapéuticas (NORDMANN et al., 2009).
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Dada a habilidade das bactérias de produzir diferentes mecanismos de
resisténcia, a deteccdo desses continua sendo um grande desafio para os laboratorios
clinicos. Diante disso, € imprescindivel o conhecimento de métodos laboratoriais que
permitam em uma correta deteccdo e identificacdo destes mecanismos de resisténcia,
dos quais se destaca o arsenal enzimatico. A determinacdo da presenca de B-lactamases,
associada ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, e a anélise da semelhanca
clonal entre as linhagens resistentes poderdo delinear a sua distribui¢do inter e extra-

hospitalar, contribuindo para a prevencao e controle de infecces.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Familia Enterobacteriaceae: Aspectos Taxondmicos e Caracteristicas Gerais

A familia Enterobacteriaceae é composta de 53 géneros e mais de 130
espeécies de bacilos Gram-negativos, que podem ser responsaveis por diversos quadros
infecciosos sendo isolados de diferentes espécimes clinicos (KONEMANN et al., 2008;
EUZEBY, 2014). Esses microrganismos estdo amplamente distribuidos na natureza,
encontrados no solo, na dgua, em vegetais e, principalmente, no trato intestinal de seres
humanos e animais (KONEMANN et al.,, 2008). Neste grupo, 0S géneros mais
frequentemente isolados de espécimes bioldgicos sdo: Escherichia spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Morganella spp., Providencia spp.,
Shigella spp. e Salmonella spp. (PATERSON, 2006)

As enterobactérias representam 80% ou mais de todos os Gram-negativos de
importancia clinica isolados na rotina microbioldgica. Apresentam motilidade variavel e
crescem na presenga ou auséncia de oxigénio. Crescem bem nos meios comuns de
cultura e nos meios seletivos para enterobactérias. Fermentam a glicose com ou sem a
formacdo de gas. A maioria € catalase positiva e oxidase negativa, e a maioria reduz o
nitrato a nitrito (KONEMANN et al., 2008).

2.2 Familia Enterobacteriaceae: Participacdo nas Infeccbes Relacionadas a

Assisténcia a Saude

As IRAS sdo definidas como toda e qualquer infeccdo que acomete o
individuo, seja em instituicdes hospitalares, atendimentos ambulatoriais na modalidade
de hospital dia ou domiciliar, e que possa estar associada a algum procedimento
assistencial, seja ele terapéutico ou diagnostico (HORAN et al.,2008). Sdo processos
cujas manifestagdes clinicas de infeccdo ocorrem 72 horas ap6s admissdo; no entanto,
pode-se considerar um periodo de 48 horas quando o processo estiver relacionado a
algum procedimento invasivo (BRASIL, 2009; NOGUEIRA et al., 2009).

Em média, 3% a 12% dos pacientes hospitalizados em paises desenvolvidos
adquirem IRAS. Do total, pelos menos um quarto ocorre em Unidades de Tratamento
Intensivo (UTI) (OMS, 2011). Nos Estados Unidos, estima-se que o0s gastos gerados
com os tratamentos em decorréncia das IRAS variam em torno de 28 a 45 bilhdes de
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ddlares (DICK et al., 2015). No Brasil, apesar de ndo haver uma sistematizacdo dos
dados, estima-se que, aproximadamente, 5 a 15% dos pacientes hospitalizados e 25 a
35% dos pacientes admitidos em UTIs adquiram algum tipo de infeccdo relacionada a
assisténcia a saude, considerada, em geral, a quarta causa de mortalidade (LEISER et
al., 2007; ABEGG; SILVA, 2011; OLIVEIRA et al., 2012). Vérios fatores de riscos
estdo associados ao desenvolvimento destas infecges, como o uso de dispositivos
meédicos de longa permanéncia, tais como cateter central, tubos endotraqueais, sondas
urinarias; procedimentos cirdrgicos, uso excessivo de antimicrobianos, entre outros
(OLIVEIRA, 2010).

A disseminacdo das IRAS estd, usualmente, associada & contaminacdo
cruzada. A via mais comum de transmissdao de microrganismos ocorre entre as maos de
profissionais da salde e pacientes (OLIVEIRA, 2010). Pesquisas mostram que 0
ambiente  hospitalar estd intimamente relacionado a disseminacdo destes
microrganismos. A presenca de bactérias multirresistentes, ou ndo, € comum em
superficies inanimadas e equipamentos hospitalares (OLIVEIRA, 2010).

Os membros da familia da Enterobacteriaceae sdo importante causa de
infeccdo do trato urinario (ITU), infeccBes da corrente sanguinea (ICS), pneumonias,
infeccbes intra-abdominais, podendo causar, também, meningites e abscessos em
diferentes sitios corpéreos (PATERSON, 2006; BRATU, 2007; NORDMANN; NAAS;
POIREL, 2011).

As ICS constituem um grave problema de salde e quase sempre estdo
associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade. No ambiente hospitalar séo
indicativas de gravidade da doenca, com letalidade em torno de 35%. Estes processos
levam ao prolongamento da internacdo hospitalar, o que implica aumento dos custos
médicos (KRAKE et al., 2011; RIBAS et al., 2007; GUILARDE et al., 2007). O fator
de risco mais importante para ICS € a cateterizacdo intravascular. Estima-se que 90%
das ICS intravasculares sdo decorrentes do uso de cateter venoso central (RIBAS,
2007).

ICS causadas por enterobactérias produtoras ESBL tém sido associadas ao
aumento de falhas terapéuticas e da mortalidade. A presenca de bactérias produtoras de
ESBL reduz significativamente o numero de antimicrobianos disponiveis para o
tratamento (BOUCHER et al., 2009; TRECARICHI et al., 2012).

Em um trabalho de reviséo realizado por Trecarichi e colaboradores (2012),

avaliando os principais fatores de risco para ICS causada por enterobactérias produtoras
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de ESBL, o uso prévio de antibioticoterapia com [-lactdmicos foi o fator mais
importante, seguido da presenca de comorbidades, procedimentos invasivos e uso de
dispositivos, além do longo tempo de internacéo.

Assim, principalmente por apresentarem resisténcia a varias classes de
antimicrobianos, dificultando as opc¢des de tratamento, as enterobactérias representam
um grave problema no ambiente hospitalar (PAGE; BUSH, 2014; PATERSON, 2006).
Dentre os seis patdgenos (ESKAPE: S. aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, P. aeruginosa, e espécies de Enterobacter) apontados como 0s mais
prevalentes em infeccbes graves, duas espécies sdao da familia Enterobacteriaceae
(BOUCHER et al., 2009; BUSH, 2010). Programas como Antimicrobial Surveillance
Program (SENTRY) e o Meropenem Yearly Susceptility Test Information Collection
(MYSTIC) tém mostrado a participacdo de alguns géneros desta familia, como uma
urgéncia clinica e epidemiologica nas infec¢bes (SILVA; LINCOPAN, 2012).

E. coli tem sido a espécie mais prevalente em infeccGes hospitalares em
todo mundo, ocupando o segundo lugar depois de Staphylococcus aureus (KRAKER,
2011). Esta espécie bacteriana é a mais isolada nos laboratorios clinicos, sendo o
patdgeno mais comum em ITU. Além disso, a sua presenca pode estar relacionada com
infeccdes de ferida, pneumonias em pacientes imunodeprimidos, bacteremias, infecgdes
intestinais e meningites em neonatos (BRATU, 2007; SOMPOLINSKY, 2004; KAPER,
2004)

A espécie K. pneumoniae é um importante patégeno oportunista humano
que frequentemente estd relacionado a IRAS, podendo causar ITU, pneumonia,
septicemia e infeccdes de tecidos moles. Também esta associada a infec¢Bes adquiridas
na comunidade (TUON et al., 2012). Uma importante fonte de contaminacdo € a
microbiota indigena do paciente, podendo ocorrer infec¢bes sistémicas. Devido a sua
habilidade de se disseminar rapidamente em ambiente hospitalar e apresentar resisténcia
a uma variedade de antimicrobianos, esta espécie é responsavel por vérios surtos em
hospitais de todo mundo, sendo, geralmente, associada a altas taxas de morbidade e
mortalidade (ZHANG et al., 2012).

Dados do programa SENTRY mostram que K. pneumoniae esta entre os
cincos patogenos mais frequentes na América Latina isolados de infecgdes relacionadas
a assisténcia a satde (SADER et al., 2001). Considerando-se as infec¢Ges em pacientes
internados em UTI, 12,1% a 16,9% s&o causadas por K. pneumoniae, sendo esta a

segunda enterobactéria mais prevalente (SADER, 2001).
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Membros do género Enterobacter ocupam o terceiro lugar dentre as
enterobactérias recuperadas de IRAS no mundo (MARCOS et al., 2008). Espécies
deste género estdo associadas com infeccGes em feridas, intra-abdominais, respiratorias,
urinarias e da corrente sanguinea (MARCOS et al., 2008). Enterobacter spp. juntamente
com as especies de Citrobacter spp., Serratia spp., Morganella morganii e Providéncia
spp. compdem o grupo CESP, caracterizado pela habilidade de codificar p-lactamases
cromossomais tipo AmpC (CHEONG, 2012; TUON et al., 2010).

2.3 Resisténcia aos Antimicrobianos

O ambiente hospitalar favorece a emergéncia e disseminacdo de bactérias
resistentes aos antimicrobianos. Dados europeus mostram que o numero de mortes
associadas as IRAS causadas por bactérias resistentes a multiplas drogas é estimado em
25000 por ano, levando a custos extras e perda de produtividade de 1,5 bilhdes de euros.
Nos Estados Unidos, esse numero chega a 99000 mortes por ano (OMS, 2012).

O aumento das taxas de resisténcia a antimicrobianos é acelerado pelo uso
excessivo destes agentes, 0 seu uso sem prescricdo médica, antimicrobianos de baixa
eficacia e tratamento empirico. O problema é ainda é maior em paises com baixo poder
econdmico (OMS, 2012).

Os antimicrobianos revolucionaram a medicina em muitos aspectos e 0 seu
uso tem sido responsavel por salvar varias vidas, representando sua descoberta um
marco importantissimo na historia da humanidade. A "revolugdo antibidtica” cresceu a
partir do final da Gltima década de 40 aos anos 60, tornando-se a Era de Ouro da
descoberta do produto natural. Este periodo foi seguido por duas décadas de sucessos
repetidos, quando houve varias modificacdes na estrutura dos antibioticos naturais com
0 objetivo de melhorar sua atividade. Posteriormente, o fluxo de novos antibi6ticos
diminuiu, decrescendo o nimero de licenciados na década de 90 e na primeira década
deste século (LIVERMORE, 2012).

Desde a introdugdo, em 1937, dos primeiros antimicrobianos (as
sulfonamidas), o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia acarretou a diminuicao
de seu uso terapéutico, a resisténcia as sulfonamidas foi registrada pela primeira vez no
final da década de 1930, e 0 mesmo mecanismo ainda permanece décadas apds a sua
descoberta. A penicilina foi descoberta por Alexander Fleming em 1928 e introduzida

na terapéutica em 1941. Varios anos antes, uma penicilinase ja tinha sido identificada
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(DAVIES; DAVIES, 2010). A penicilina foi amplamente usada na pratica clinica, e
espécies resistentes capazes de inativar a droga tornaram-se predominantes.
Modificagdes na estrutura da droga foram sendo feitas para evitar a clivagem do anel 3-
lactdmico pelas penicilinases (B-lactamases). A identificacdo de uma penicilinase
bacteriana antes da utilizacdo do antibidtico chama a atencdo para o fato de que um
grande numero de genes de resisténcia aos antimicrobianos sdo componentes naturais
das populagBes microbianas (BERTONCHELI; HORNER, 2008; DAVIES; DAVIES,
2010).

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos tem se tornado um grave
problema mundial em hospitais. Por meio de varios mecanismos, pré-existentes ou
adquiridos, os microrganismos apresentam uma grande habilidade de driblar o arsenal
terapéutico usado no controle das doengas infecciosas (THEURETZBACHER, 2011). O
incremento da resisténcia bacteriana representa um fenbmeno paradoxal decorrente, em
grande parte, da evolucdo da terapéutica médica. Se, por um lado, com o avan¢o
tecnoldgico e a melhoria nos tratamentos os pacientes sobrevivem por mais tempo, por
outro lado, estes ficam mais expostos aos microrganismos resistentes (BARROS et al.,
2012).

Dados mostram que as UTIs sdo mais propicias ao aparecimento e
disseminagdo da resisténcia microbiana. Pacientes internados em UTIs apresentam
gravidade e instabilidade clinicas constantes, sdo submetidos a varios procedimentos
invasivos, permanecem internados por longos periodos, fazem uso de varios
dispositivos, como cateter, sondas, aparelhos de suporte respiratorios e, geralmente,
utilizam antibioticos de amplo espectro de acdo (WAGENLEHNER et al., 2006).

Nos ultimos 60 anos, desde sua introducdo, milhdes de toneladas de
antimicrobianos tém sido produzidos e utilizados para uma ampla variedade de fins. O
seu uso tem se difundido em diferentes campos, tais como medicina humana, veterinaria
e agricultura (FALLAH et a., 2012; MARTINEZ; BAQUERO, 2009). O planeta esta
cada vez mais saturado com estes agentes toxicos, que tem contribuido claramente para
0 aumento e selecdo de espécies resistentes. O desenvolvimento de geragdes de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos e sua ampla distribuicdo pela biosfera
sdo resultado de anos de presséo seletiva, principalmente pelo uso indevido e excessivo
de antimicrobianos pelo homem (SILVA; LINCOPAN, 2012; DAVIES; DAVIES,
2010).
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A resisténcia aos antimicrobianos mediada pelas bactérias ocorre atraves de
caracteristicas codificadas geneticamente, podendo ser intrinseca, adquirida e mais
recentemente alguns autores também tratam da resisténcia adaptativa (FERNANDEZ;
HANCOCK, 2012). A resisténcia intrinseca ou natural € caracteristica da espécie, é
aquela resultante da genética, estrutura fisiologica natural do microrganismo. A
resisténcia adquirida acontece devido a modificagBes genéticas por mutacdo (pontual,
insercdes e delecbes) ou pela aquisicdo exdgena de DNA (Transferéncia Horizontal de
Genes - THG) tais como transformacdo, transducdo e conjugacdo. A resisténcia
adquirida resulta em uma completa modificacdo na genética de uma bactéria, que faz
com que um antimicrobiano eficaz deixe de ser ativo contra determinado
microrganismo (MARTINEZ; BAQUERO, 2009). Ja a resisténcia adaptativa, envolve
um aumento temporario na habilidade da bactéria de sobreviver na presenca de um
determinado antimicrobiano, devido a alteracdo no gene ou na expressao de proteinas
como resultado da exposicdo a uma determinada condicdo, como, stress, condigdes
nutricionais, estado de crescimento e niveis sub-inibitérios do proprio antimicrobiano.
Esse tipo de resisténcia é de natureza transitéria e reversivel se houver a remocédo da
condicdo que a induziu (FERNANDEZ; HANCOCK, 2012).

As bactérias podem apresentar varios mecanismos de resisténcia contra um
Unico agente ou a varias classes de agentes antimicrobianos, e esses multiplos
mecanismos podem coexistir em uma mesma linhagem, tornando-a multirresistente. Os
principais mecanismos expressos pelas bactérias sdo: mudancas no envelope celular que
impedem a entrada do antimicrobiano na célula, producdo de enzimas que os inativam,
modificagdes no alvo de ligacdo e hiperproducdo de bombas de efluxo, que sdo
codificadas cromossomalmente (MARTINEZ-MARTINEZ, 2008; MARTINEZ;
BAQUERO, 2009; CANTON; RUIZ-GARBAJOSA, 2011).

A emergéncia de resisténcia aos agentes B-lactimicos de amplo espectro e
aos inibidores de B-lactamases vem se tornando um grave problema mundial nas Gltimas
décadas, sendo a destruicdo enzimatica da droga 0 mecanismo mais comum e
disseminado pelo mundo (DONG et al. 2012).

2.4 Enzimas B-Lactamases
A resisténcia aos antimicrobianos mediada por B-lactamases €,
provavelmente, o mecanismo de resisténcia mais estudado ao longo da histdria das

doengas infecciosas. No inicio dos anos 1940, a atividade das B-lactamases foi descrita
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como um mecanismo com capacidade de inativar as penicilinas, colocando em risco o
uso da principal classe de antimicrobianos (BUSH; FISHER, 2011; BUSH, 2013).
Penicilinas mais estaveis, cefalosporinas e carbapenémicos foram desenvolvidos com a
finalidade de driblar a hidrolise pelas B-lactamases; entretanto, a cada introducédo de um
novo antimicrobiano uma nova [-lactamase surge com habilidades hidroliticas
diferentes (LIVERMORE, 2012).

Atualmente as pB-lactamases sd0 responsdveis pela maioria da
multirresisténcia observada em bactérias Gram-negativas, isoladas de ambiente
hospitalar ou da comunidade. Uma importante sociedade cientifica (The Infectious
Diseases Society of America) tem reconhecido patégenos Gram-negativos como um dos
problemas mais importantes relacionados a doengas bacterianas, enfrentados nas ultimas
décadas (BOUCHER et al., 2009).

Apesar das enterobactérias produzirem uma grande quantidade de f-
lactamases cromossomais, as [-lactamases transferiveis sdo as mais preocupantes
(BANO; NAVARRO, 2008). Os elementos genéticos que codificam centenas dessas
enzimas estdo associados com a diminuicdo da sensibilidade a varias classes de
antimicrobianos (BEBRONE, 2010; BUSH, 2010). Médicos dependem cada vez mais
dos antimicrobianos de amplo espectro para tratar infecgdes provocadas por bactérias
Gram-negativas, e a perda destes agentes por agdo das [-lactamases tem deixado uma
lacuna muito grande nas op¢des de tratamento (BUSH; FISHER, 2011).

O numero de B-lactamases que ocorrem naturalmente j& ultrapassa 1.300
variantes (BUSH, 2013; BUSH, 2013). O primeiro relato da produg¢do de uma -
lactamase, foi em 1940 pela espécie Bacillus coli, agora conhecido como E. coli, que
produzia uma enzima com capacidade de destruir a habilidade da penicilina em matar
células bacterianas (BUSH, 2010). Estudos mais recentes mostram que microrganismos
isolados de cavernas datadas com mais de quatro milhdes de anos, apresentavam
atividade hidrolitica para com 0s antimicrobianos B-lactdmicos (COSTA, et al., 2011).
Em outro trabalho foi mostrado fragmentos genéticos datados com mais de 30.000 anos
retirados de pergelissolo (tipo de solo encontrado na regido do Artico) continham
derivados de B-lactamases. I1sso mostra que essas enzimas ou precursores que estdo
intimamente relacionados, ja se encontravam presentes em fontes naturais onde havia
moléculas contendo P-lactamicos. Isso acabou proporcionando um ambiente protetor
para 0s organismos produtores dessas enzimas (MEDEIRQOS, 1997; DAVIES, 2013;
BUSH, 2013).
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A produgdo de B-lactamases constitui o principal mecanismo associado a
resisténcia aos antimicrobianos [B-lactamicos, como penicilinas, cefamicinas,
monobactamicos e carbapenémicos. Essas enzimas sdo diversas em estrutura e na
preferéncia de substrato bioquimicos (DRIEUX et al., 2008; BEBRONE et al., 2010;
BUSH; FISHER, 2011; SILVA;LINCOPAN, 2012).

As enzimas B-lactamases se associam de forma ndo covalente ao anel (-
lactdmico do antimicrobiano, e entdo, o radical hidroxila livre do residuo de serina,
presente no sitio ativo da enzima, cliva o anel B-lactamico, formando uma ligacédo
covalente acil-éster. A hidrolise do éster formado libera a enzima ativa e 0s
antimicrobianos que foram alterados e inativados (Figura 1) (FALAGAS;
KARAGEORGOPQULOS, 2009; WIELER et al.,2011).
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Figura 1: Mecanismo de a¢do das f-lactamases
Fonte: Adaptado de LIVERMORE, 1995.

Livermore (1995) denominou as B-lactamases como primarias as enzimas
codificadas no cromossomo bacteriano, as quais sdo naturais as espécies, e como
secundarias as enzimas que sdo codificadas por genes provenientes de insercao
cromossomal ou adquiridas por plasmideos. A distribuicdo das enzimas em plasmideos
ou transposons garante sua transmissibilidade e disseminacao.

Alguns fatores interferem na habilidade das P-lactamases conferirem
resisténcia ou ndo, como: localizacdo, cinética, quantidade e as condicBes fisico-
quimicas do meio. Em relagdo a localizagdo, h&d uma diferenca entre as Gram-positivas e
Gram-negativas, ja que as primeiras se encontram extracelularmente e, dependendo das

condicbes de crescimento, algumas enzimas podem se aderir & membrana



25

citoplasmatica. Nas Gram-negativas, as p-lactamases se encontram em grande
quantidade no espaco periplasmatico, razdo pela qual a producdo dessas enzimas é a
principal forma de resisténcia aos antimicrobianos (LIVERMORE, 2008). Em relagdo a
quantidade quanto maior for a concentracdo maior sera a resisténcia ao antimicrobiano.
Fatores como pH, substrato utilizado e concentracdo de ions podem interferir no perfil
de sensibilidade dos microrganismos in vitro (DAUR, 2009).

Atualmente, a tecnologia do sequenciamento de nova geragdo (high
throughput) vem permitindo aos pesquisadores mostrar a existéncia de bactérias
carreando genes de resisténcia associadas a passaros, insetos, peixes, objetos
inanimados, dentre outros (DAVIES, 2013). Varios estudos também apontam os
animais domésticos como portadores e disseminadores de genes que codificam estas
enzimas (CARATOLLI, 2008; WIELER et al., 2011).

2.4.1 Classificacdo das pB-lactamases

A classificacdo das p-lactamases é baseada em alguma caracteristica
funcional da enzima ou na sua estrutura primaria. A primeira classificagdo para as -
lactamases foi desenvolvida por Richomond e Sykes (1973), essa classificagdo tinha
mercurio e cloxacilina, independente de serem de origem plasmidial ou cromossémica.
O perfil hidrolitico era baseado na atividade contra cefaloridine e benzilpenicilina e elas
foram agrupadas como cefalosporinase, penicilinase ou de amplo espectro, quando 0s
substratos de referéncia eram hidrolisados em taxas semelhantes (LIVERMORE, 2008).

Em 1980, Ambler prop6s uma classificacdo baseada na sequéncia proteica,
pela qual as B-lactamases sdo agrupadas em quatro classes moleculares A, B, C e D,
com base nos motivos conservados e distintos dos aminoécidos (BUSH, 2013; BUSH e
JACOBY, 2010). Enzimas das classes A, C e D, sdo aquelas que catalisam a hidrolise
do anel B-lactdmico através de um sitio ativo de serina, enquanto as B-lactamases de
classe B sdo metaloenzimas que utilizam pelo menos um ion de zinco no seu sitio ativo
para facilitar a hidrolise dos p-lactamicos (BUSH; JACOBY, 2010).

Bush, Jacoby e Medeiros (1995), propuseram uma classificagdo baseada nas
propriedades bioquimicas, estrutura molecular e sequéncia nucleotidica das enzimas,
separando-as em grupos funcionais. Novos subgrupos tém sido adicionados nesta

classificagdo, em decorréncia da identificacdo e aumento no nimero de novas familias



26

de B-lactamases. Os grupos sdo alinhados de acordo com a habilidade dessas enzimas
em hidrolisar os antimicrobianos B-lactimicos e na propriedade de inativagdo dos
inibidores de PB-lactamases, &cido clavulénico, sulbactam e tazobactam (Quadro 1)
(BUSH; JACOBY, 2010).

Quadro 1: Classificacao das p-lactamases

Grupo Inibido por:
Bush- Classe Substratos Enzimas Representativas
Jacoby Molecular Preferenciais CLAou EDTA P
(2009) TZ8
Cefalosporinas, . . E. coli AmpC, P99,CMY-2,
! ¢ cefamicina, penicilina Nao Nao FOX-1, MIR-1
Cefamicina, penicilina,
le C cefalosporina de Né&o Né&o GC1, CMY-37
espectro estendido
2a A Penicilinas Sim Néo PC1
Penicilinas,
2b A Cefalosporinas de baixo Sim Nio | [EM-1 TEM-2,SHV-1, TLE-1
(TEM-90)
espectro
Penicilina, ESBL: CTX-M-15, CTX-M-44
cefalosporinas de . . (Toho-1),
2 A - N
be espectro estendido Sim % | PER-1, SFO-1, SHV-5, TEM-10,
monobactamicos TEM-26, VEB-1
Penicilinas
: . . . IRTs: TEM-30, TEM-76, TEM-
2br A Cefalosporinas de baixo Né&o Né&o 103, SHV-10, SHV-26
espectro
Penicilina,
ober A cefalosporinas de baixo NZo Nio CMTs: TEM-50, TEM-68, TEM-
espectro 89
monobactamicos
2c A Carbenicilina Sim Néo PSE-1, CARB-3
2d D Cloxacilina ou oxacilina | Variavel Nao OXA-1, OXA-10
Cefalosporinas de
2de D espectro-estendido, Variavel Né&o OXA-11, OXA-15
penicilina
2df D Carbapenémicos, Variavel | Nao | OXA-23, OXA-48
cloxacilina ou oxacilina
2e A Cefalosporinas Sim Né&o CepA
Carbapenémicos, 3 ) IMI-1, KPC-2, KPC-3, SME-L1,
2f A cefalosporina, Variavel Nao GES-2
penicilina e cefamicina
3a B Beta-lactamicos, exceto Néo Sim | IMP-1, L1, NDM-1, VIM-1
monobactamicos
3b B Carbapenémicos Né&o Sim CphA, Sfh-1

Fonte: Adaptado de BUSH; FISHER (2011)
Legenda: CLA: &cido clavulanico; TZB: tazobactan; EDTA: 4cidoetilenodiaminicotetracetico.

O nome dados para essas enzimas é composto geralmente por trés ou quatro

letras, fazendo referéncia, na maioria das vezes, a localizacdo geogréafica (Ohio, Estado
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Norte Americano: OHIO-1); nome de pacientes (Temoriana: TEM) e preferéncia de
substrato (imipenem: IMP) (BUSH; FISHER, 2011). O maior nimero de B-lactamases
se encontra no grupo 2, classe molecular A, composto de 550 enzimas. Desde 2005 as
enzimas B-lactamases pertencentes a classe D (grupo 2d) e a classe C (grupo 1), sdo as
que apresentam um maior crescimento. Ja 0 numero de variantes de TEM, a segunda
familia mais prevalente de f-lactamases, tem apresentado um menor crescimento nos
ultimos cinco anos, isso também é percebido na familia IMP das metalo-B-lactamases
(MBLs) e SHV, ja as enzimas OXA, CTX-M, CMY, VIM e a familia KPC dobraram de
numero desde 2005 (BUSH; FISHER, 2011).

2.5 B-Lactamases de Espectro Estendido — ESBL

O termo [-lactamase de espectro estendido foi proposto em 1987, para
definir B-lactamases plasmideo-mediadas, mediante resisténcia as cefalosporinas de
espectro estendido, em contrapartida ao termo “B-lactamases de amplo espectro” que
ndo afetavam as cefalosporinas, ex.: TEM-1, TEM-2 e SHV-1. Durante a Gltima década
de 80 o termo ESBL ficou restrito as variantes mutadas de B-lactamases de amplo
espectro, TEM e SHV, e suas caracteristicas bioquimicas e moleculares ainda eram
limitadas (BUSH; FISHER, 2011; LEE et al., 2011; LIVERMORE, 2008). Desde seu
reconhecimento, tanto na Europa como nos Estados Unidos, essas enzimas foram
associadas aos principais surtos de infeccdes (cefalosporinas-resistentes), causados por
E. coli e K. pneumoniae (BUSH, 2010).

Em 1995, com base na sequéncia molecular e propriedades funcionais
(substrato e propriedade de inibi¢do), as ESBLs foram definidas como B-lactamases do
grupo funcional 2be e classe molecular de Ambler A, mostrados no quadro 1, que sdo
capazes de hidrolisar cefalosporinas de espectro estendido (ceftazidima e cefotaxima) e
monobactamicos (aztreonam) a uma taxa de 10% a mais do que hidrolisam
benzilpenicilinas e s3o inibidas por inibidores de p-lactamases, como o0 &cido
clavulanico (LIVERMORE, 2008; BUSH; FISHER, 2011; LEE et al., 2011).

O aumento no numero de P-lactamases cada vez mais eficiente vem
desafiando os profissionais de satde em varios aspectos. Em relacdo a nomenclatura e a
classificacdo taxonémica, 0s esquemas atualmente utilizados exibem um alto nivel de
complexidade, tendo sido adaptados as necessidades dos pesquisadores, mas sendo

pouco acessiveis aos clinicos, profissionais do controle de infeccdo, politicos e



28

administradores hospitalares. Pouca informacéo é dada aos profissionais da area médica
sobre como as B-lactamases contribuem para a resisténcia (GISKE et al., 2008; BUSH;
FISHER, 2011).

Novas B-lactamases tém sido descritas somente com base em dados de
susceptibilidade e sequéncia de informacao, ignorando influéncias como permeabilidade
e fluxo de mutagdo, que afeta a sensibilidade de um organismo, podendo produzir -
lactamases relativamente benignas somente com a substituicdo de um aminoacido que
tem pouco efeito na atividade enzimatica. Tendo em vista o crescimento cada vez maior
no numero de enzimas, hd necessidade de um consenso quanto a forma de melhor
defini-las. Os pesquisadores vém propondo ampliacdes nas defini¢des da classificagéo
das ESBL, visto que novas ESBL possuem atividade de hidrolise de substrato mais
ampla do que foi previamente definido (LIVERMORE, 2008; BUSH; FISHER, 2011;
LEE et al., 2012).

As ESBLs apresentam variavel expressdo fenotipica: enquanto uma ESBL
tem maior capacidade para hidrolisar drogas como a ceftriaxona ou a cefotaxima, outra
pode ter maior capacidade de hidrolisar a ceftazidima ou o aztreonam. Portanto, a
deteccdo laboratorial de estirpes produtoras de ESBL é bastante complexa, pois séo

necessarios multiplos substratos para sua detec¢do (HARADA et al., 2008).

2.5.1 Epidemiologia das ESBL

A presenca de ESBL em varios membros da familia Enterobacteriaceae,
principalmente K. pneumoniae e E. coli, fazem com que as infecgdes causadas por esses
microrganismos patogénicos sejam dos importantes problemas de saude publica,
registrando-se ampliacdo de altas taxas de prevaléncia em diversas partes do mundo
(FALAGAS; KARAGEORGOPOULOS, 2009; GAZIN et al., 2012). Foi mostrado
(Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial) que as taxas de producdo de ESBL sdo
maiores entre amostras de K. pneumoniae provenientes da América Latina (44%),
seguidas pela Asia/Costa do Pacifico (22,4%), Europa (13,3%) e América do Norte
(7,5%) (REINERT et al., 2007).

Na América do Norte, a primeira ESBL reportada nos EUA foi a enzima
TEM, no final da década de 1980, e os principais tipos encontrados neste pais séo TEM
e SHV e em menor frequéncia CTX-M. Tanto a prevaléncia como os tipos de ESBL

encontradas nos EUA estdo em contraste com a epidemiologia vista no restante do
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mundo (DHILLON; CLARK, 2012). Dados do programa SENTRY, mostraram que
durante a década de 90 K. pneumoniae produtora de ESBLs apresentou altas taxas nos
EUA em comparacdo com o Canada (7,6% versus 4,9%), entre as amostras de E. coli
produtoras de ESBL a diferenca nédo foi significativa. Houve uma diminuicdo nos niveis
de prevaléncia para K. pneumoniae e E. coli produtoras de ESBL nos EUA durante o
periodo de cincos anos (1999 a 2004), analisados pelo programa MYSTIC (DHILLON;
CLARK, 2012).

Na Europa, a disseminacdo de enterobactérias produtoras de ESBL tem
atingido taxas alarmantes. Apesar das grandes diferencas entre os paises Europeus,
quase todos os paises ja relataram surtos envolvendo microrganismos produtores de B-
lactamases (DHILLON; CLARK, 2012). As primeiras amostras produtoras de -
lactamases foram detectadas na Alemanha e no Reino Unido; entretanto, o primeiro
grande surto aconteceu na Franca (1986), onde 50 pacientes internados em UTI foram
afetados, ocorrendo a disseminagdo para outras enfermarias (BUISSON et al., 1987).
Desde entdo, varios surtos desse tipo foram documentados em diversas partes do
mundo. Durante os anos 1980 e 1990, os tipos de ESBL predominantes foram TEM e
SHV, quase sempre adquiridos em ambiente hospitalar, muitas vezes associados a
surtos em UTI. Com o aumento do ndmero de enzimas CTX-M, houve uma mudanca na
distribuicédo dos tipos de ESBL pela Europa, sendo, atualmente, os tipos CTX-M e TEM
0s mais recuperados (ECDC, 2010).

Na América Latina, a primeira descri¢cdo de ESBL foi feita no Chile, sendo
reportada a presenca do tipo SHV-5 em K. pneumoniae. As taxas de ESBL na América
do Sul estdo entre as mais altas do mundo, sendo CTX-M o tipo dominante. K.
pneumoniae esta entre os principais produtores de ESBL, com taxas de prevaléncia
variando entre 45% a 51%. Altas taxas também séo encontradas em E. coli, com valores
entre 8,5% a 18% (DHILLON; CLARK, 2012; VILLEGAS et al., 2008). Esses indices
podem variar entre os diferentes paises da América do Sul: amostras de Klebsiella
isoladas de UTIs no Brasil, Coldmbia e Venezuela, tém taxas para ESBL variando de
30% a 60%. Das amostras de K. pneumoniae isoladas de ICS, no Brasil, 56,6% foram
produtoras de ESBL. Entre as amostras de E. coli também isoladas de ICS no Uruguai e
Chile, 4,5% e 12%, respectivamente, eram produtoras de ESBL (VILLEGAS et al.,
2008). H& muitas razbes que poderiam explicar a alta prevaléncia de ESBL na America
Latina como em outros paises com poucos recursos econdémicos. Situagdes como

superlotagdo em hospitais, nivel socioecondémico baixo, falta de administracdo de
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antimicrobianos ou 0 seu uso excessivo, poucas praticas de controle de infeccéo
(DHILLON; CLARK, 2012).

No Brasil, as taxas de producdo dessas enzimas sdo bastante preocupantes,
sendo os tipos mais frequentemente descritos TEM, SHV, CTX-M, OXA, além de GES,
VEB e PER, em menor nimero (SILVA; LINCOPAM, 2012). A frequéncia de
linhagens de K. pneumoniae produtoras de ESBL em hospitais brasileiros tem sido mais
elevada do que é observado em muitos hospitais da Europa e Reino Unido, totalizando
cerca de 50% amostras de K. pneumoniae recuperadas de UTIs (DROPA et al., 2010).
Em um estudo realizado por Dropa e colaboradores (2010), foram caracterizados em
uma Unica amostra de K. pneumoniae os seguintes genes de ESBL.: blaspy-40, blatem-116
e blages.7. No trabalho de Abreu e colaboradores (2011), foi detectada uma taxa de 19%
de positividade para enterobactérias produtoras de ESBL em hospitais da regido
nordeste do pais.

Altas taxas de enterobactérias produtoras de ESBL também sdo encontradas
no Continente Asiatico, embora o interesse em relacdo a essas enzimas seja
relativamente recente. Ndo ha relatos completos sobre a incidéncia de ESBL na ultima
década de 80 e inicio da de 90 (HAWKEY, 2008). Dados do programa SENTRY de
1998-1999, mostraram que o principal mecanismo de resisténcia aos [3-lactdmicos nesta
regido era devido a presenca de ESBL. Na China, a incidéncia de E. coli produtora de
ESBL varia de 13% - 15%; para K. pneumoniae, os valores chegam de 20% a 60% em
alguns centros. Estudo realizado em Hong Kong mostrou a mesma distribuicdo de
genotipos de CTX-M em infeccbes humanas e em animais criados para 0 consumo,
mostrando a disseminacao cada vez maior de bactérias produtoras de ESBL em cria¢Ges
de animais (LING et al., 2006; CARATTOLI, 2008; WIELER et al. 2011). As taxas de
transporte fecal de produtores de ESBL também sdo altas, sustentando esse dado a
disseminacdo de enterobactérias através da agua de ma qualidade e poucas redes de
esgoto. A existéncia de uma populagdo na China superando 1.3 bilhdes de habitantes e
na india 1.1 bilhdes tem feito desses dois paises 0s maiores reservatorios de genes
ESBL CTX-M do mundo (HAWKEY, 2008).

Em comparagdo com o restante do mundo, os paises africanos sdo 0s que
apresentam a menor quantidade de dados sobre a prevaléncia de enterobactérias
produtoras de ESBL, mas fortes evidéncias indicam a prevaléncia de ESBL naquele
continente. Paises como Egito, Libano, Arabia Saudita e Africa do Sul, tiveram
pesquisas apontando altas taxas de ESBL (DHILLON; CLARK, 2012).
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Os estudos de prevaléncia vém mostrando que as taxas de ESBL na Europa
s&0 maiores que nos EUA, mas menores do que na América Latina e Asia. O alto indice
de organismos produtores de ESBL no mundo é bastante preocupante. A falta de
recursos para um controle de infecgéo eficaz e acesso limitado aos antimicrobianos tem
tido sérias implicagbes no que diz respeito a reduzir a morbidade e a mortalidade
associadas a estas infec¢des (DHILLON; CLARK, 2012).

2.5.2 Tipos de ESBL
a) Enzimas TEM e SHV

As enzimas TEM e SHV estéo entre as ESBL mais bem descritas desde sua
descoberta na década de 1970 e inicio de 1980 e, desde entdo, foram exaustivamente
documentadas. J& foram registradas por volta de 340 variantes de enzimas TEM e SHV.
TEM-3 e SHV-12 estdo entre as variantes mais identificadas em amostras de
enterobactérias (FALAGAS; KARAGEORGOPOULOS, 2011; BUSH, 2010; POIREL
etal., 2012; KAREN; BUSH, 2010; BUSH; FISHER, 2011).

A maioria das variantes de TEM ¢ distinguida somente por uma Unica
substituicdo entre os aminoacidos, o que é suficiente para garantir uma nova variante
(ex: TEM-3 e TEM-4), ou por substitui¢bes silenciosas (ex: blatem-1a € blatem-1p). AS
enzimas do tipo TEM sdo mais comuns em E. coli e K. pneumoniae, mas também ja
foram identificadas em outros membros da familia Enterobacteriaceae (LEE et al.,
2011). Em estudo realizado no Brasil, foram apresentadas altas taxas de genes blatem
em enterobactérias isoladas de diferentes espécimes clinicos. Neste estudo, blatgy foi
detectado em 75% das amostras avaliadas (ABREU et al., 2011).

A enzima SHV é uma ESBL produzida principalmente por Klebsiella spp. e
seu nome é devido a sua estrutura quimica sulfidril varidvel em seu sitio ativo de serina
(THALI; PLEISS, 2010). Sua proteina prematura é formada por 286 aminoacidos. Essas
enzimas acumulam mutagdes que conferem resisténcia aos P-lactdmicos e uma alta
capacidade de disseminacdo pelo mundo (THAI; PLEISS, 2010).

Os genes que carreiam essas enzimas estdo localizados em plasmideos e
transposons. Mais de 131 variantes de SHV ja foram descritas e sequéncias de
informacdes de P-lactamases SHV podem ser encontradas no banco de dados de
proteinas do National Center for Biotechnology Information. Atualmente, ha um banco
de dados chamado SHV Engineering Database, criado com o objetivo de armazenar um
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inventario completo de dados sobre as p-lactamases SHV, sendo possivel detectar novas
SHV com novos perfis de mutacdo e identificar novas posi¢es dos aminoacidos em que
as mutacOes podem ocorrer (THAI; PLEISS, 2010).

A B-lactamase SHV foi descrita, primeiramente, como uma enzima de
pequeno espectro e tendo acdo contra a penicilina. Em 1983, foi descrita a primeira
SHV de espectro estendido, sendo identificada em amostras clinicas de K. pneumoniae,
Klebsiella ozaenae e S. marcescens. Devido a sua similaridade com SHV-1, essa nova
SHV foi denominada SHV-2, tendo como diferenca uma unica substituicdo do
aminoéacido glicina na posicdo 238, por uma serina (HERITAGE, 1999; THAI; PLEISS,
2010). De forma geral, as espécies produtoras das enzimas SHV e TEM apresentam
maior nivel de resisténcia a ceftazidima do que a cefotaxima (BONNET, 2004).

b) CTX-M

As PB-lactamases CTX-M sdo cefotaximases plasmideo-mediadas, que
constituem um grupo de enzimas dentro da familia ESBL, grupo este que vem
apresentando um rapido crescimento e uma rapida disseminagdo a partir de 1995,
contemplando as ESBL mais prevalentes no mundo (BONNET, 2004; CANTO;
COQUE, 2006; ZHAO et al., 2013). CTX-M ja foi encontrada em pelo menos 26
espécies bacterianas, sendo mais prevalente em E. coli, K. pneumoniae e Proteus
mirabilis (ROSSOLINI et al., 2008; POIREL et al., 2012; ZHAO et al., 2013).

O primeiro tipo da enzima CTX-M isolado foi CTX-M-1, descrita em
espécies de enterobactérias isoladas na Europa no final da década de 80. Atualmente,
mais de 163 variantes ja foram relatadas (http://www.lahey.org/studies, atualizado em
20/01/15) (DHILLON; CLARK, 2011; POIREL et al., 2012).

As enzimas CTX-M exibem preferéncia pelo substrato cefotaxima e

ceftriaxona, em comparacdo com ceftadizima. Sua forte atividade de cefotaximase é
devido & geometria Unica do sitio de ligagdo ao PB-lactdmico, que permite um
reconhecimento eficiente para penicilinas, cefalosporinas de menor espectro e
cefotaxima (CANTO; COQUE, 2006; ROSSOLINI et al., 2008).

Os genes blactx-m tiveram origem no cromossomo de diferentes espécies de
Kluyvera spp., que inclui varias espécies ambientais com pouco ou nenhuma atividade
patogénica contra seres humanos, as espécies de K. ascorbata e K. georgina, tém sido

reconhecidas como provaveis fontes de genes blacrx-m dos clusters CTX-M-1, CTX-M-
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9 e CTX-M-2 (CANTO; COQUE, 2006). Para Rossolini e colaboradores (2008), a
heterogeneidade de enzimas CTX-M, que se disseminam em ambientes hospitalares
entre patdgenos bacterianos reflete, provavelmente a ocorréncia de multiplos eventos
independentes, relacionados a captura de genes blactx.m de diferentes fontes dentro do
genoma de Kluyvera.

A réapida disseminacdo de enzimas CTX-M é compardvel somente com a
disseminacdo da enzima TEM-1 na década de 1970. Esta enzima é endémica na maioria
dos paises da Europa, Asia e América do Sul. Algumas variantes sio mais prevalentes
em alguns paises, como CTX-M-9 e CTX-M-14 na Espanha, CTX-M-1 na Italia e
CTX-M-2 na maioria dos paises da América do Sul, Japao e Israel. A variante CTX-M-
15 é a que apresenta maior relevancia clinica, sendo a variante mais identificada em
espeécies de enterobactérias em todo mundo. Essa enzima tem a capacidade de hidrolisar
ceftazidima em um nivel maior que as outras variantes (CANTO; COQUE, 2006;
ROSSOLINI et al., 2008; NASEER; SUNDSFJORD, 2011). Os genes blactx-m-15 S80
comumente encontrados em plasmideos mdveis que, na maioria das vezes, carreiam,
também, genes de resisténcia a outras drogas (ROSSOLINI et al., 2008). CTX-M ¢ a
ESBL mais isolada no Brasil, quando comparada as enzimas TEM e SHV, e tem sido
isolada frequentemente de amostras de E. coli e K. pneumoniae (SILVA; LINCOPAN,
2012).

A disseminacdo de genes blactx-.m € de grande preocupacdo, sendo esses
genes encontrados tanto em patégenos adquiridos em hospitais como na comunidade. A
associacdo desses genes com elementos moveis tais como ISEcpl (sequéncia de
insercdo) pode explicar a essa facilidade de se espalhar em ambiente hospitalar (TANI
et al., 2012). Em algumas areas geograficas, como a India, sdo identificados em,
aproximadamente, 60-80% de amostras de E. coli (POIREL et al., 2012). Para Poirel e
colaboradores (2012), essa disseminagdo que vem ocorrendo nos ultimos 10 a 15 anos é
um dos mais rapidos e importantes fenébmenos que se tem observado em termo de

resisténcia aos antimicrobianos.

¢) Enzimas GES, VEB e PER

As enzimas tipo GES, PER e VEB sdo menos frequentes em comparacao a
TEM, SHV E CTX-M; entretanto, a sua identificagdo tem sido cada vez mais relatada
entre bactérias Gram-negativas, sendo essas enzimas “parentes distantes” das ESBL,
TEM, SHV e CTX-M (DALLENE et al., 2010; POIREL et al., 2012).
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O gene blages.1 (Guiana Extended Spectrum f-lactamase), foi identificado
pela primeira vez em um plasmideo-borne de K. pneumoniae, isolada de um paciente da
Guiana Francesa (POIREL et al., 2000). O perfil hidrolitico das enzimas pertencentes a
essa familia é bastante variavel. GES-1 possui atividade contra penicilinas e
cefalosporinas, apresentando uma alta atividade hidrolitica contra ceftazidima e
cefotaxima. Nao hidrolisa cefamicinas e carbapenémicos mas, ao contrario da maioria
das ESBL, ndo possui atividade de hidrolise contra os monobactamicos e é inibida por
clavulanato, tazobactam e imipenem (POIREL et al., 2000; POIREL et al., 2012).
Algumas variantes de GES-1 como GES-2, GES-4, GES-5 e GES-6 hidrolisam
carbapenémicos. B-lactamases tipo GES tém sido relatadas em diversas localizagdes
geogréficas. GES-1 foi identificada na Argentina, Brasil, Portugal e Holanda em
amostras bacterianas de K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. marcescens. Variantes GES-
5 e GES-7 foram identificadas em amostras de K. pneumoniae no estado de Sdo Paulo
(DROPA, et al.,, 2010; POIREL et al., 2012). O fato de os genes blages estarem
presentes em integrons pode ter contribuido para a aquisi¢do desses determinantes por
bactérias Gram-negativas, gerando preocupacdo no que diz respeito a caracteristica de
algumas variantes de hidrolisar carbapenémicos e a sua capacidade de disseminagédo
(DROPA et al., 2010; SILVA; LINCOPAN, 2012).

As enzimas tipo PER sdo B-lactamases pertencentes a classe A e possuem o
comportamento cinético muito parecido com as outras ESBL pertencentes a este grupo.
A enzima PER (P. aeruginosa Extended Resistance) foi identificada pela primeira vez
em amostras de P. aeruginosa isoladas de um paciente turco (CELENZA et al., 2006).
Os genes blaper sd0 mais amplamente distribuidos em amostras de A. baumannii, P.
aeruginosa, Salmonella enterica e Providencia rettgeri, relatadas em diversas regides
do mundo (POIEREL et al., 2012). As variantes PER-1e PER-2 sdo as mais descritas
em amostras de enterobactérias, como K. pneumoniae, Enterobacter aerogenes e E.
cloacae, sendo a variante PER-2 descrita somente em paises da América do Sul, como,
Argentina, Uruguai e Bolivia (CELENZA et al., 2006)

Os genes blayeg; sdo considerados emergentes e sua presenca ja foi
detectada em varios microrganismos de diferentes partes do mundo durante a Ultima
década (POIREL et al., 2009). O gene blayes.1 (Vietnamese Extended Spectrum p-
lactamase) foi identificado em membros da familia Enterobacteriaceae e alguns
bastonetes Gram-negativos ndo fermentadores. Foi encontrada uma similaridade entre

VEB-1 e outras ESBL, de apenas 38% de compartilhamento dos mesmos aminoacidos,
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sendo PER a enzima mais proxima. Essa enzima confere altos indices de resisténcia aos
antimicrobianos ceftazidima, cefotaxima e monobactamicos (POIREL et al., 2012). Os
primeiros relatos de blayeg-; na América do Sul foram feitos por Poirel e colaboradores

em 2009, em amostras de A. baumannii, isoladas de diferentes cidades da Argentina.
2.6 Outros Tipos de p-lactamases
2.6.1 Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase

As enzimas KPC sdo carbapenemases pertencentes a classe A de Ambler e
ao subgrupo 2f de Bush, Jacoby e Medeiros. As KPC conferem resisténcia aos
carbapenémicos (imipenem, ertapenem e meropenem), além de inativar penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos (MARSIK; NAMBIAR, 2011). Essas enzimas Sio
identificadas predominantemente em K. pneumoniae, entretanto, ja foram reportadas em
outros membros da familia Enterobacteriaceae e ndo fermentadores (QUENN; BUSH,
2007; CAl et al., 2008; AMBRETTI et al., 2013).

A enzima KPC foi primeiramente identificada em 1996, na Carolina do
Norte, EUA, em uma amostra de K. pneumoniae. Houve uma répida expansdo dessa
enzima pela costa leste dos EUA e, em seguida, diversos relatos foram ocorrendo em
outras regides do mundo, como lIsrael, Franga, Escocia, Coldmbia (BUSH, 2010). A
prevaléncia de bactérias produtoras de KPC nos EUA no periodo de 2000-2005 foi de
15% (CASTANHEIRA et al., 2008).

O primeiro surto de K. pneumoniae produtora de KPC fora dos EUA,
ocorreu em Israel. Um Unico clone de K. pneumoniae produtora de KPC-2 e varios
clones de K. pneumoniae produtora de KPC-3 foram responsaveis por varios surtos em
hospitais de Tel Aviv (NASS et al., 2008).

Na América do Sul, KPC foi relatada em K. pneumoniae em 2006, e
subsequentemente em varias espécies de enterobactérias de diversos hospitais da
Colémbia (VILLEGAS et al., 2006). Os primeiros relatos de KPC no Brasil ocorreram
em Sédo Paulo (2005), Recife (2006) e no Rio de Janeiro (2007) (MONTEIRO et al.,
2009; PEIRANO et al., 2008).

Os genes que codificam a enzima KPC estdo localizados em plasmideos e
transposons, 0 que explica o seu alto potencial de disseminacdo entre patdgenos
humanos. O transposon que carreia 0s genes blakpc, € 0 Tn4401, que esta

frequentemente associado ao transposon Tnl1331, este transposon contém 0s genes



36

blapxa-4 € blarem-1 (NASS et al., 2009). O transposon Tn4401 tem a capacidade de se
inserir em diversos plasmideos de bactérias Gram-negativas (CURRIE, 2012).
Atualmente, existem 22 variantes descritas (http://www.lahey.org/studies atualizado em
20/01/15), sendo KPC-2 e KPC-3 as enzimas predominantes (NAAS et al., 2008).

Existe certa dificuldade para detectar KPC em laboratorios clinicos, pois

essas enzimas podem ndo expressar resisténcia aos carbapenémicos in vitro pelos testes
convencionais. Assim, se os carbapenémicos forem a opg¢ao do tratamento, pode ocorrer
falha terapéutica e selecdo de bactérias produtoras dessa enzima (NORDMANN;
CUZON; NAAS, 2009).

A emergéncia de resisténcia aos carbapenémicos em enterobactérias €
preocupante, devido ao fato de que resisténcia as carbapenémicos estd, geralmente,
associada a resisténcia a maioria dos antimicrobianos f-lactamicos e ndo-B-lactamicos,
originando amostras clinicas multirresistentes e pan-resistentes (RASMUSSEN;
HZIBY, 2007; NORDMANN et al., 2012).

2.6.2 Nova Delhi Metalo-p-lactamase

Em 2008, uma nova carbapenemase foi identificada (NDM-1). Essa nova
enzima foi isolada de amostras de E. coli e K. pneumoniae recuperadas de um paciente
na Suécia, que havia sido transferido da india (HO et al., 2012). Essa nova B-lactamase
pertence a classe B (classificagdo de Ambler) e confere resisténcia a todos os p-
lactdmicos e carbapenémicos. O gene blanpm1 foi originalmente encontrado em
plasmideos de K. pneumoniae (HU et al., 2012).

Em estudo realizado em 2010, NDM-1 foi detectada em 37 amostras do
Reino Unido e em 143 amostras de diferentes partes da india, Paquistdo e Bangladesh, o
gue vem mostrando ser o subcontinente Indiano um importante reservatorio desta
enzima (HO et al., 2012). Outros estudos tém mostrado outras espécies da familia
Enterobacteriaceae produzindo NDM-1, essas amostras foram identificadas nos estados
Balcds (Bodsnia, Kosovo, Montenegro e Sérvia) (BOGAERTS et al., 2011,
SCHRENZEL et al., 2011), Oriente Médio (GANN et al., 2012) e China (HU et al.,
2012).

A disseminacdo global de NDM-1 esta, geralmente, associada a viagens
internacionais, turismo medico e potencial exposicdo em paises Bélcds e no
subcontinente Indiano (BUSHNELL et al., 2013).
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O primeiro caso de NDN no Brasil foi relatado em julho de 2013, em uma
amostra de P. rettgeri, isolada em Porto Alegre (CARVALHO-ASSEF et al., 2013). Em
outro estudo realizado em 17 hospitais do Rio Grande do Sul, foram avaliadas amostras
de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos, entre abril e outubro de 2013. A
presenca de blaypm foi detectada em amostras de E. cloacae complex e amostras de M.
morganii. E importante ressaltar que algumas amostras de E. cloacae complex foram
isoladas do mesmo hospital onde foi detectado o primeiro caso de NDM no Brasil
(ROZALES et al., 2014). Em um estudo realizado no Rio de Janeiro entre setembro e
outubro de 2013 foi detectada pela primeira vez no Brasil em uma amostra de E.
cloacae, a presenca de blanpm € blakpc.2, simultaneamente (QUILES et al., 2014).

Para alguns autores, o que mais se destaca nesta enzima é a frequente
associacdo de blanpm-1 com outros genes de resisténcia. Eles acreditam que a rapida
disseminacdo mundial de enzimas NDM-1, resulta em uma consequéncia dramatica
para o tratamento dos pacientes e exige um grande monitoramento por parte do controle
de infeccdo (BOGAERTS et al., 2011; QUILES et al., 2014). Bushnell e colaboradores
(2013) enfatizam a importancia de métodos laboratoriais de deteccdo confidveis e

sistemas de vigilancia bem integrados.
2.6.3 AmpC

Enterobactérias que produzem B-lactamases do tipo AmpC cromossomais,
tais como E. cloacae, Citrobacter freundii, S. marcescens, M. morgani, Providencia
stuartii e E. coli (essa ultima produtora de baixos niveis basais) podem tornar-se
resistente as cefamicinas (cefoxitina e cefotaten), oximinocefalosporinas (ceftazidima,
cefotaxima e ceftriaxona) e aos monobactamicos (aztreonam) (PHILIPPON et al., 2002;
COUDRON, 2005; PITOUT, 2010).

As AmpCs podem ser divididas em dois grupos: cromossomais (que na
maioria das vezes sdo induziveis) e plasmidiais. As de origem cromossomal sao
reguladas por genes acessorios e reguladores. O operon cromossdmico possui 0s genes
ampC, ampD, ampG e ampR. A desregulacdo destes genes pode levar a superexpressdo
de ampC em bactérias Gram-negativas (PHILIPPON et al., 2002).

O poder de inducéo para essa enzima é variavel: cefalosporinas de primeira
geragdo, ampicilina e carbapenémicos sdo fortes indutores, enquanto as cefalosporinas

de segunda e terceira geracdo sdo fracos indutores. A inducdo da producdo de AmpC



38

ocorre devido a exposicdo da bactéria a um antimicrobiano indutor, cuja remogéo
resultara no retorno da producdo de AmpC ao nivel basal (CODRON, 2005;
PATERSON, 2006; JACOBY, 2009; PITOUT, 2010).

A inducdo é um fendbmeno genético e resulta da desrepressdo (liberacdo) de
genes responsaveis por uma determinada caracteristica da célula que estava reprimida
por outro gene, produtor de uma substancia repressora. A cefoxitina e 0s
carbapenémicos (imipenem e meropenem) constituem o0s maiores indutores de
resisténcia entre os antibioticos, desreprimindo a producdo de B-lactamases em alguns
microrganismos. As amostras que apresentam altos niveis de expressdo de AmpC sdo
de dificil deteccdo laboratorial, podendo impedir o reconhecimento da producdo de
ESBL, especialmente em Enterobacter, Serratia, Providencia entre outras
(THOMSON, 2001). Nestes microrganismos, o clavulanato pode atuar como indutor de
altos niveis de AmpC e aumentar a resisténcia desta bactéria para outras drogas,
produzindo um resultado falso-negativo nos testes de deteccdo para ESBL
(THOMSON, 2001; LIVERMORE; BROWN, 2001).

Genes que codificam enzimas B-lactamases AmpC plasmideo-mediada sdo
conhecidos desde 1989 (PHILIPPON et al., 2002). Essas enzimas tém sido encontradas
em todo o mundo, tanto em amostras nosocomiais como comunitéarias (JACOBY,
2009). Estudos sugerem que as AmpC plasmidiais surgiram a partir de diversas AmpC
cromossémicas, integradas em elementos genéticos de transferéncia por meio de
sequéncias de insercdo, facilitando a sua dispersdo em diferentes microrganismos
(ODEH et al., 2002; JACOBY, 2009). Pequenas diferencas na sequéncia de
amino&cidos distinguem as familias destas enzimas. As principais familias sdo: CMY,
MIR, MOX, LAT, FOX, DHA, ACT, ACC, CFE, e a enzima CMY-2 é a mais relatada
(JACOBY, 2009; MARSIK; NAMBIAR, 2011).

Como as [-lactamases AmpC cromossomais, as plasmidiais conferem
resisténcia aos diversos B-lactamicos (JACOBY, 2009). Espécies produtoras de f-
lactamases AmpC plasmidiais sdo distinguidas das espécies produtoras de AmpC
cromossomais pelo fato de, salvo algumas excegOes, elas ndo serem induziveis
(MEZZATESTA et al., 2012).

A dificuldade de deteccdo fenotipica em bactérias produtoras de AmpC
limita a estimativa da prevaléncia dessas enzimas, implicando no controle da sua

disseminacdo. A investigacdo molecular de AmpC é uma ferramenta importante para se
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conhecer a diversidade dos mecanismos de resisténcia exibidos por bactérias de
importancia clinica (DOI; PATERSON, 2007).

2.7 Contexto Genético para Aquisicdo e Disseminacdo de Determinantes de

Resisténcia aos p-lactamicos e Carbapenémicos

Genes de resisténcia podem ser amplamente disseminados atraves de
mecanismos de transferéncia horizontal de genes (THG), tais como: conjugacéo,
transformacéo e transdugéo. Estes mecanismos permitem a mobilizagdo de fragmentos
especificos de DNA (elementos genéticos mdveis) de uma regido para outra, entre
plasmideos, entre cromossomos e de plasmideos para cromossomos (MARTINEZ;
BAQUERO, 2009). A THG tem tido um papel importante na evolugéo e transmisséo de
resisténcia aos antimicrobianos p-lactamicos, principalmente entre as bactérias
entéricas, tanto em infec¢des na comunidade como hospitalares (DAVIES; DAVIES,
2010).

Elementos genéticos mdveis se dividem em dois grupos: elementos que
podem se mover a partir de uma célula bacteriana para outra, grupo que inclui
plasmideos conjugativos e transposons, e elementos que se movem de um local genético
para outro na mesma célula, estes incluem os transposons, cassetes de genes e
elementos de insercdo BENNETT, 2008).

Varios genes de resisténcia aos antimicrobianos que sdo observados em
microrganismos Gram-negativos sdo parte de um de gene cassete inserido em um
integron. Mais de 60 cassetes diferentes ja foram identificados (FALLAH et al 2012).
Os cassetes mais comumente encontrados conferem resisténcia a uma variedade de
agentes antimicrobianos, tais como aminoglicosideos, B-lactamicos, cloranfenicol e
trimetropim, e alguns conferem resisténcia aos antissépticos e desinfetantes (CHONG et
al., 2011).

Vérias classes de integrons responsaveis pela resisténcia aos
antimicrobianos foram identificadas e sdo distinguidas pela sequéncia de nucleotideos
das suas respectivas integrases. Quatro classes distintas de integrons que codificam
varias integrases tém sido relatadas, sendo os integrons de classe 1 e classe 2 os mais
frequentemente encontrados em espécies bacterianas de relevancia clinica (FALLAH et
al 2012).
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Como elementos genéticos mdveis mais importantes, os plasmideos séo
moléculas de DNA extracromossémicas que se replicam independentemente, tendo
como principal funcdo a transmissdo horizontal de genes entre as bactérias (BENNET,
2008). Plasmideos que conferem resisténcia aos antimicrobianos foram descritos em
1960 por Watanabe e Fukasawa. Atualmente, crescentes relatos vém associando a
disseminacédo de genes de resisténcia a esses elementos, em bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas. A aquisicao de elementos genéticos moveis que codificam maultiplas p-
lactamases e permitem uma rapida disseminacdo global vem colocando cada vez mais

em risco o futuro dos antibioticos B-lactamicos.
2.8 Deteccdo fenotipica de p-lactamases

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e o European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) séo os dois comités mais
aceitos e empregados, mundialmente, nos testes de suscetibilidade a antimicrobianos e
testes fenotipicos para deteccdo de ESBL e carbapenemases. No Brasil, os pontos de
corte utilizados nos testes de suscetibilidade a antimicrobianos s&o seguidos conforme
as normas de CLSI. Entretanto, desde 2010 a ANVISA publica notas técnicas com o
objetivo de implementar dados referentes a padrdes de susceptibilidade de alguns
antimicrobianos. Em 2013 foi publicada a Nota Técnica n°® 1/2013, em substituicdo a de
2010, que dispde de Medidas de Prevencdo e Controle de Infeccdes por Enterobactérias
Multirresistentes, com foco na resisténcia aos carbapenémicos (ANVISA, 2013).

A metodologia utilizada para deteccdo de ESBL nas espécies de K.
pneumoniae, K. oxytoca, E. coli e P. mirabilis é padronizada e validada pelo CLSI. O
teste de screnning é composto pela diminui¢do da susceptibilidade a cefalosporinas de
terceira geracdo ou aztreonam, e o teste confirmatdrio avalia a presenca do efeito
inibitério do acido clavulanico contra ceftazidima ou cefotaxima. Estes testes podem
apresentar baixa sensibilidade quando os microrganismos produtores de ESBL séo
também produtores de outras B-lactamases que ndo inibidas pelo &cido clavulénico,
como as B-lactamases AmpC ou metalo-p-lactamases (DOI e PATERSON, 2007).

Existem diversos métodos fenotipicos para a detecgédo das principais classes
de B-lactamases; a grande maioria deles utiliza bloqueadores enziméticos para auxiliar
na deteccdo destas enzimas, tais como: &cido clavulénico para ESBL (CLSI, 2014);
acido fenilborénico para KPC e AmpC (COUDRON, 2005; PITOUT et al., 2009;
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POURANAS et al., 2010); EDTA - &cidos etilenodiaminotetracético, para metalo-p3-
lactamases (FIGUEIREDO et al., 2011), entre outros. Porém, nenhum destes testes é
100% sensivel ou especifico na detecgdo destas enzimas, fazendo-se necesséria a
utilizacdo de metodologias moleculares para auxiliar nesta identificacdo (LIN et al.,
2010).

2.9 Métodos Automatizados

Sistemas automatizados que incluem teste para detec¢do de ESBL como o
VITEK® 2 (bioMerieux, Marcy I’Etoile, France) utilizam painéis especificos que sdo
desenhados para confirmar a presenca de ESBL e sdo interpretados atravées de sistemas
experts. O sistema VITEK 2 utiliza um cartdo contendo ceftazidima e cefotaxima com
ou sem o acido clavulanico (HARADA et al., 2008). Muitos estudos tém avaliado o
desempenho dos sistemas automatizados para deteccdo de ESBL. Spanu e
colaboradores (2006), avaliaram o mesmo sistema VITEK 2, em um total de 312
amostras de enterobactérias produtoras de ESBL. Destas, 306 foram confirmadas pelo
sistema, mostrando uma sensibilidade de 98,1% e valor preditivo positivo de 99,3%.
Resultados falso-negativos foram encontrados em apenas seis amostras. Para Wiegand e
colaboradores (2007), o desempenho dos sistemas automatizados € variavel, podendo
apresentar uma baixa acuracia, guando comparado com o0s métodos fenotipicos

convencionais.

2.10 Métodos Genotipicos e Tipagem Molecular das p-lactamases

Os métodos genotipicos sdo aqueles que envolvem o estudo do DNA
microbiano, o cromossomo, plasmideos e a presenca de outros elementos genéticos.
Também se analisa a homologia e a presenca ou auséncia de genes especificos (RAO,
2006). As técnicas moleculares sdo mais uma das ferramentas utilizadas para auxiliar na
deteccdo das enzimas [-lactamases, possibilitando a identificacdo especifica dessas
enzimas ou a identificacdo dos genes responsaveis pela producdo dessas enzimas
(PITOUT et al., 2008).

Os testes genotipicos para deteccdo da maioria das [-lactamases sdo
realizados primariamente pela amplificacdo de genes especificos através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction-PCR) (PITOUT; LAUPLAND,
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2008; FALAGAS; KARAGEORGOPOULOS, 2009). Esta reacdo consiste em
multiplicar uma quantidade minima de fragmentos de DNA a ser estudado (WALSH et
al., 2010). Tecnicas adicionais, como o0 sequenciamento ou Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), sdo necessarias para identificacdo de pontos de mutacao
que diferenciam alguns tipos de enzimas, como TEM e SHV (BIRKETT et al., 2007;
PITOUT; LAUPLAND, 2008).

Vaérios estudos desenvolveram metodologias de PCR multiplex para detectar
varios genes de pB-lactamases, como ESBL, carbapenemases e AmpC plasmidiais
(ELLINGTON et al., 2007; BIRKETT et al., 2007; DALLENNE et al., 2010;
ONNBERG et al., 2011; DENISUIK et al., 2013).

Como ja mencionado, as infecgdes bacterianas hospitalares sdo importante
causa de morbidade e letalidade, tanto em paises desenvolvidos como em paises em
desenvolvimento, e a disseminacdo de amostras produtoras de B-lactamases pode ser
efetivamente controlada através de medidas adequadas (CHONG et al., 2011). Para que
isso ocorra, entretanto, é essencial discriminar linhagens bacterianas de uma mesma
espécie. Uma das primeiras etapas na investigacdo de um possivel surto hospitalar é
detectar a linhagem que esta originando os casos de infec¢do. Para tanto, deve-se
proceder a tipificacdo epidemiolédgica da mesma (STUMPF et al., 2005).

Membros de uma espécie com pequenas diferencas entre eles podem ser
distinguidos através de métodos de tipagem. Por estes métodos, essas espécies podem
ser subdividas em subespécies, subgrupos, biotipos, sorotipos, variantes, etc. A tipagem
de microrganismos € baseada nas suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas
(MEZZATESTA et al., 2012; WILSON; SHARP, 2006).

Os métodos de tipagem sdo de extrema importancia para o controle de
infeccdo hospitalar, para estudos epidemioldgicos e até mesmo para o estudo da
patogénese de uma infeccdo. Em ambientes hospitalares, esses métodos podem ser
usados para determinar se um conjunto de amostras obtidas a partir de um paciente
representa uma Unica linhagem infectante ou multiplos contaminantes; determinar se
uma série de isolados obtidos ao longo do tempo representa uma recaida de uma
infeccdo devida a Unica linhagem ou episodios separados da doenca, causados por
diferentes estirpes (PITOUT, 2008).

Diferentes técnicas séo utilizadas para analisar a clonalidade das amostras
bacterianas. Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) é uma técnica de eletroforese

utilizada para separar grandes fragmentos de DNA, por meio da reorientacdo do DNA
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em gel pela acdo de campos elétricos alternados. Esta técnica € reconhecida como
padrdo ouro para identificagdo de linhagens bacterianas. PFGE € uma técnica altamente
discriminatoria; porém, é de elevado custo e execucdo mais demorada (STUMPF et al.,
2005).

A descoberta de que genomas procariotos contém sequéncias repetitivas
como a ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), tem expandido o uso
da biologia molecular, Gtil para avaliar a variabilidade genética de vérias amostras
bacterianas. Sequéncias ERIC foram descritas pela primeira vez em E. coli, Salmonella
typhimurium (agora Salmonella enterica sorotipo Typhimurium) e outros membros da
familia Enterobacteriaceae (WILSON; SHARP, 2006). ERIC-PCR sdo sequéncias de
palindromo imperfeitas de 127 pb que ocorrem em mdltiplas copias no genoma das
bactérias entéricas e vibrios (WILSON; SHARP, 2006). Estes nimeros de copias
diferem em diferentes bactérias: em E. coli K-12 foram descritas 30 copias; em
S.enterica sorotipo typhimurium foram relatadas 150 (RAMAZANZADEH, et al.,
2013). ERIC-PCR possui uma boa capacidade discriminatéria e pode complementar o
RAPD-PCR ou RFLP, os quais sdo requeridos para se demonstrar pequenos niveis de
variabilidade genética (WILSON; SHARP, 2006). Para Cartelle e colaboradores (2004),
0 ERIC-PCR parece ser o melhor método baseado em PCR para tipagem de amostras de
K. pneumoniae.

Ramazanzadeh e colaboradores (2013) utilizaram a técnica do ERIC-PCR
para caracterizar a diversidade genética de 230 amostras de E. coli, que foram isoladas
de diferentes espécimes clinicos de pacientes internados em um Hospital Universitario
do Iran. Dessas amostras, 81% apresentaram um Unico perfil e 18,7% apresentaram
padrdes comuns, o que é indicativo da mesma origem de disseminacdo. A transmissao
clonal de Acinetobacter baumanii também tem sido evidenciada por padrdes de ERIC-
PCR, em amostras multirresistentes (CHEN et al., 2011). Em outro estudo, E. coli e K.
pneumoniae presentes em um surto nosocomial foram analisadas por ERIC-PCR
(EDELSTEIN et al., 2003).

ERIC-PCR apresenta as vantagens de ser um método barato, de facil
execucao e fornecer resultados mais rapidos. Testes de clonalidade sdo importantes para
estudos filogenéticos e atualmente representam um grande avango para as analises
epidemioldgicas, principalmente em estudos de grandes surtos (STUMPF et al., 2005;
MEZZATESTA et al., 2012).
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Desta forma, este trabalho pretende contribuir com a geracdo de
conhecimento cientifico acerca da distribuicdo dos genes de resisténcia e da diversidade
genética em enterobactérias, utilizando metodologias fenotipicas e genotipicas.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a presenca de B-lactamases por meio de métodos fenotipicos e genotipicos
e avaliar a diversidade genética de enterobactérias recuperadas de hemoculturas de
pacientes internados em diversos hospitais de Belo Horizonte, MG.

3.2 Objetivos Especificos

Confirmar por métodos automatizados especificos a identificacdo e o perfil de

susceptibilidade a antimicrobianos dos microrganismos recuperados;

e Determinar a presenca de enzimas ESBL, Carbapenemases e AmpC, nas linhagens
bacterianas de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Enterobacter spp.,
utilizando métodos fenotipicos;

e Pesquisar a presenca de genes codificadores de ESBL dos tipos blatgm, blasuy,
blactx-m, blages nas amostras selecionadas;

e Investigar a presenca de genes codificadores de Carbapenemases dos tipos blakpc €
blanom nas amostras selecionadas;

e Avaliar a presenca B-lactamases AmpC plasmidiais dos tipos blacmy, blarox,
blapna nas amostras selecionadas;

e Estudar a diversidade genética das amostras de K. pneumoniae, E. coli e

Enterobacter spp. incluidas no estudo.
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4. MATERIAL E METODO
4.1 Amostras Bacterianas

Foram avaliadas 88 amostras de enterobactérias, sendo 51 de K.
pneumoniae, 27 de Enterobacter spp. 10 de E. coli, pertencentes a colecdo bacteriana do
Laboratorio de Microbiologia Oral e Anaerdbios. Estas amostras foram recuperadas de
hemoculturas de pacientes atendidos em diferentes hospitais de Belo Horizonte, Minas
Gerais, nos periodos de junho de 2008 a junho de 2009 e, abril de 2013 a abril de 2014.

4.2 Armazenamento das Amostras

Para cada amostra foi preparada uma suspensdo densa obtida de cultura em
4gar Brain Heart Infusion BHI-DIFCO (OXOID®, Basingstoke, ENGLAND), com
crescimento de 16-24 horas, que foi colocada em 1ml de solucdo de agar Brucella com
glicerol a 10%, em tubo de rosca proprios para criopreservacdo. Em seguida, todas as
amostras foram armazenadas em freezer, a uma temperatura de aproximadamente, -
80°C, no Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerébios, ICB/UFMG.

4.3 Critérios de Inclusao

Foram incluidos neste estudo amostras de K. pneumoniae, E. coli, e
Enterobacter spp. recuperadas de hemocultura e que apresentaram 0s seguintes
fendtipos de resisténcia:

e Resisténcia a uma ou mais cefalosporina de 32 geragéo e/ou,

e Resisténcia a um ou mais dos carbapenémicos: ertapenem, meropenem e imipenem.
4.4 Critérios de Excluséo

Foram excluidos deste estudo todos os microrganismos disponiveis isolados
de hemocultura que ndo apresentaram resisténcia a alguma cefalosporinas de 32 geracao,

e/ou resisténcia a algum carbapenémico.

4.5 InstituicOes Participantes

Os hospitais dos quais as amostras foram obtidas apresentam caracteristicas

de atendimento geral de urgéncia e ambulatorial, a saber:
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o Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais: € um hospital
universitario, publico e geral que realiza atividades de ensino, pesquisa e assisténcia,
sendo referéncia nos sistemas municipal e estadual de Salde no atendimento aos
pacientes portadores de doencgas de média e alta complexidade.

o Hospital de Pronto Socorro Jodo XXIII: atua como centro de referéncia e
exceléncia no atendimento a pacientes vitimas de politraumatismos, grandes
queimaduras, intoxicagbes e situagdes clinicas e/ou cirdrgicas de risco de morte. E
mantido pela Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais - FHEMIG

o Hospital Municipal Odilon Behrens: € um hospital pablico, geral, de ensino e de
pesquisa que presta atendimentos de urgéncia/emergéncia clinica e traumatoldgica.

o Hospital SEMPER AS: é um hospital privado de atendimento geral em varias
areas da clinica medica, medicina intensiva, maternidade, pediatria, ginecologia e
cirurgia geral.

o Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte: é uma organizacdo filantropica,
sem fins lucrativos, que tem varias especialidades médicas no nivel ambulatorial ou

internacdo, pequenas e grandes cirurgias, pediatria e medicina intensiva.
4.6 Aspectos Eticos da Pesquisa

O projeto foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa dos
Hospitais participantes e do COEP/UFMG (ETIC 614/08) e COEP/UFMG (Parecer
Consubstanciado n® 898.517). Os pacientes ndo foram identificados, nem foram
utilizados dados clinicos referentes aos mesmos. A Unica informagdo registrada foi

relativa ao setor de internacdo dos pacientes dos quais as amostras foram obtidas.

4.7 ldentificagéo e Perfil de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

Para fins de padronizacdo e considerando as peculiaridades técnicas dos
laboratérios de microbiologia de cada Instituicdo envolvida no estudo, todas as amostras
foram novamente submetidas a identificacdo e aos testes de susceptibilidade as drogas,
no Laboratorio de Microbiologia Oral e Anaerébios, ICB/UFMG.

A identificagéo e o perfil de susceptibilidade a drogas foram realizados pelo
sistema automatizado VITEK® 2 Compact (bioMerieux, Marcy I'Etoile, FRANCE).

Esse sistema de automacgdo utiliza cartbes com reagentes a partir dos quais é
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determinado o perfil fenotipico da bactéria, por meio de reacdes colorimétricas e de
turbidimetria.

Para a identificagdo foram utilizados os cartdes GN (identificagdo de Gram-
Negativos) e para o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foram utilizados os
cartdbes AST-105 e AST-239 (antibiograma para Gram-Negativos hospitalares). Todos
os cartbes foram inoculados e incubados no sistema de acordo com as instrucdes do
fabricante. Todos os resultados foram interpretados usando o Advanced Expert System
(AES) (software version VT2-R04.03). As linhagens utilizadas como controle de
qualidade foram E. coli (ATCC 25922) e K. pneumoniae (ATCC 700603).
Os antimicrobianos contidos no cartdo AST-105 e AST-239 compreendem aqueles
propostos pelo CLSI para infecgBes sanguineas cuja etiologia é de enterobactérias
(APENDICE V).

4.8 Deteccao Fenotipica de p-lactamases

Todas as amostras que tiveram fendtipo de resisténcia a alguma
cefalosporina de 3? geracdo e/ou algum carbapenémico, confirmadas apo6s andlise pelo
sistema automatizado VITEK® 2 Compact (bioMérieux), seguindo os critérios de
selecéo propostos pelo CLSI (2014), documento M100-S23, foram selecionadas para 0s

experimentos a seguir.

4.8.1 Pesquisa de ESBL - TSDD (Teste do Sinergismo do Duplo Disco)
a) Preparo do indculo

Uma suspensdo bacteriana a partir do meio de cultura BHI foi preparada em solugéo
salina até atingir a turvacdo correspondente ao ponto 0.5 da escala de McFarland, e esta
foi inoculada em uma placa de 15 cm de diametro contendo agar Muller-Hinton (Becton
Dickinson®, Estados Unidos). Em seguida, colocou-se um disco de amoxacilina/acido
clavulanico no centro da placa e ao redor deste foram distribuidos os antimicrobianos
marcadores (aztreonam, cefotaxima, ceftazidima e cefriaxona) na distancia de 20 mm de
centro a centro, em relacdo ao disco central. As placas foram incubadas a 35°C, em
atmosfera por 18-24 horas (DRIEX et al., 2008). Todos os discos foram obtidos da
Laborclin (S&o Paulo, Brasil).
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b) Interpretacao

A formacdo de uma zona fantasma (“Ghost Zone”) entre qualquer
antimicrobiano marcador e o disco contendo &cido clavulanico foi considerada

indicativa da presenca de ESBL.

4.8.2 Pesquisa de ESBL -Etest®

a) Preparo do in6culo

Uma suspensao bacteriana foi preparada em solucdo salina até atingir a
turvacdo correspondente ao ponto 0.5 da escala McFarland e inoculada em uma placa
de 15 cm contendo agar Muller-Hinton (Becton Dickinson® Estados Unidos). Em
sequida, as fitas de Etest® ESBL (AB BioMériex) contendo cefotaxima (CT) em uma
das extremidades, em um gradiente que varia de 0,5 a 32ug/mL, e cefotaxima associada
ao acido clavulanico (CTL) na outra extremidade, num gradiente que varia de 0.016 a
lpg/mL, foram depositadas na superficie do meio e o material foi incubado a 35°C em
ar ambiente por 24 horas.

b) Interpretacao

A amostra foi considerada produtora de ESBL quando a relacdo da CIM
(ug/mL) entre CT/CTL foi maior ou igual a oito, € quando houve uma diminui¢ao de >
3 log, diluicbes no MIC na presenca do &cido clavulanico. O aparecimento de
deformacdo do halo (zona fantasma) também foi considerado como indicativo da
producdo de ESBL. Para fins de controle de qualidade foi utilizada a cepa de E. coli
ATCC 25922 (controle negativo).

4.8.3 Pesquisa de AmpC cromossomal induzivel — Disco de Aproximagao
a) Preparo do Inéculo

Este teste foi realizado em conjunto com pesquisa de ESBL através do
TSDD; portanto, seguiu a mesma metodologia para o preparo do inoculo e incubacgéo.
Apbs a colocagdo dos discos para pesquisa de ESBL, foi acrescentado o disco de
cefoxitina a uma distancia de 25 mm do disco de ceftriaxona. Essa técnica se baseia no

sinergismo entre a cefoxitina (indutora da enzima AmpC) e o B-lactamico (ceftriaxona).
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b) Interpretacao

A amostra foi reconhecida como produtora de AmpC cromossomal
induzivel, quando ocorreu o achatamento no halo do p-lactimico (ceftriaxona)
(LIVERMORE; BROWN, 2001).

4.8.4 Pesquisa de AmpC plasmidial — Discos combinados

A pesquisa fenotipica de B-lactamase tipo AmpC plasmidial foi realizada
empregando-se a técnica descrita por Coudron (2005) e Pitout e colaboradores (2009).

a) Preparo do Ino6culo

Inicialmente, 120 mg de acido fenilborénico (AFB) (Sigma Aldrich, EUA)
foram dissolvidos em 3 ml de dimetilsulfoxido (DMSO), e 3 ml de agua estéril foram
adicionados a essa solugdo. Apos homogeinizagdo, 20 pl desta solugdo foram
adicionados a discos de cefoxitina (30ug) (Oxoid, EUA). Estes discos foram deixados
em repouso para secagem, por 30 minutos. Apos esse tempo, os discos de cefoxitina e
de cefoxitina/acido fenilborénico foram colocados em uma placa de 15 cm contendo
4gar Muller-Hinton (Becton Dickinson®, Estados Unidos), previamente inoculadas, de
acordo com o método padronizado para disco-difusdo (CLSI, 2013). Apos incubacdo de
24 horas a 35 + 2°C em ar ambiente, 0s halos de inibicdo do crescimento bacteriano ao

redor do disco de cefoxitina com e sem AFB foram medidos.
b) Interpretacao

Um aumento de > 5 mm no halo do disco de cefoxitina/acido fenilborénico
em relacdo ao halo do disco sem o acréscimo do &cido fenilbordnico foi considerado
como resultado positivo para a producdo de AmpC plasmidial. Para fins de controle de
qualidade foram utilizadas a cepa de E. coli ATCC 25922 (controle negativo) e as
enzimas CMY-2, FOX e DHA (controles positivos, gentilmente cedidos pela Profa. Ana

Cristina Galles).
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4.8.5 Pesquisa de Carbapenemase - Teste de Hodge Modificado, documento M100-
S23 (CLSI 2014)

a) Preparo do Ino6culo

Foi preparada uma suspenséo bacteriana com a linhagem de E. coli ATCC
25922 em solucdo salina, com padrdo de turvacdo correspondente a 0,5 na escala de
McFarland, que foi diluida (1:10). Semeou-se essa suspensdo em agar Muller-Hinton
(Becton Dickinson®, Estados Unidos) e, em seguida, foi colocado no centro da placa um
disco de meropenem (10ug). A amostra a ser testada foi estriada em linha reta, a partir
da borda do disco. Da mesma maneira, foi realizada a estria da linhagem de K.
pneumoniae produtora de KPC-2 (controle positivo, gentilmente cedida pela Profa.
Mara Corréa Lelles Nogueira) e da E. coli ATCC 25922 (controle negativo). A placa foi

incubada a temperatura de 35 + 2°C ar ambiente, por 16 a 20 horas.
b) Interpretacao

Quando ocorreu crescimento da linhagem de E. coli ATCC 25922 dentro da
zona de inibicdo do meropenem, demonstrando uma invasdo para dentro do halo
(envergadura) a amostra teste foi considerada produtora de carbapenemase. Nos testes

considerados negativos, ndo houve distor¢do no halo de inibicéo.

4.9 Deteccao Genotipica de p-Lactamases - Reacdo em Cadeia da Polimerase

Nesta etapa foram realizados ensaios para pesquisa dos seguintes genes:
blarox, blacmy, blapha , blaampc, blarem, blaswy, blactx-m, blages, blakec, blanom. A
reacdo ocorreu em um termociclador que, através de sucessivas mudancas de

temperatura, direciona as trés etapas da reacdo: desnaturacdo, anelamento e extensao.

a) Extracdo do DNA bacteriano

Uma aliquota do crescimento bacteriano foi homogeneizada em 1 mL de
agua miliQ estéril, até atingir a turvacdo correspondente ao valor de 3,0 da escala
McFarland. Em seguida, esta suspensdo foi incubada por 10 minutos, a 95°C, para
extracdo do DNA, e centrifugada sob refrigeracédo a 4°C, por 30 segundos a 9000 rpm
(GALES et al., 2003, HAMMAMI et al., 2011). Apos a centrifugacéo, o sobrenadante
que é a parte que tem o DNA foi quantificado em um Nanodrop® (Technologies INC,

Wilmiington, DE, EUA).
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b) Preparo do Master-Mix

Foi utilizado nesta etapa o kit Master Mix (PROMEGA®, Madison, USA)
contendo: 500units/mL de Taq DNA polimerase, 400 uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP
e 3mM de MgCl, Cada reacéo foi realizada em um volume final de 25 pL sendo 12,5
ul de Master Mix + 1,5 uL de primers + 100 ng de DNA bacteriano + agua livre de
nuclease para completar o volume de 25pL.

¢) Condicoes de amplificacdo do DNA (tabela 1)
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Tabela 1: Oligonucleotideos, amplicons e condicgdes de reacdo de PCR utilizada na pesquisa de determinantes genéticos de resisténcia aos

antimicrobianos

Gene Fendtipo de Sequéncia dos oligonucleotideos (5°-3°) Condicdes de amplificacio Amplicon Referéncia
resisténcia
Desnaturacdo inicial 94°C, 5 min, 30x: 56°C,
blacrym B-lactamicos ATGGGTTGCC'QGCTQ%%GJ :g@G 1min; 72°C, 1min; 94°C,1mim, 45°C, 1min. 562 bp JO'\(“ZEOSOgt) al.
Extensdo final: 75°C,5 mim
Desnaturacao inicial 94°C, 5 min, 30x: 56°C
Al CTTTACTCGCCTTTATCGGC . . 9 ML e JONES et al.
blagyy B-lactamicos 1min; 72°C, 1min; 94°C,1mim, 45°C, 1min. 982 bp ’
TTACCGACCGGCATCTTTCC Extensio final: 75°C.5 mim (2009)
Desnaturacdo inicial 94°C, 5 min, 30x: 56°C,
Extensao final: 75°C,5 mim
Desnaturacéo inicial 94°C, 10min, 30x: 94°C,
blages B-lactamicos A o S CORAS 40s; 40°C, 60s; 72°C, 1min, Extensio final: 399 bp DAL"(EZ'S'?'O? etal,
72°C, 7 mim
A Desnaturacéo inicial 94°C, 1 min, 35x: 94°C
-lactamicos ATAACCACCCAGTCACGC ' T !
blaampc p : 30s; 55°C, 30s; 72°C, 30s, Extensdo final: 630 bp ODEH et al., (2002)
Cefalospormas CAGTAGCGAGACTGCGCA 72°C, 4 mim
) At Desnaturacéo inicial 94°C, 10min, 30x: 94°C,
blacmy CB fIaICtamlqos igéé%iggéﬁiég%%\c( 40s; 40°C, 60s; 72°C, 1min, Extensio final: 538 bp DALL(EZI(\)Ii\Ioli etal.
efalosporinas 72°C, 7 mim
) An: Desnaturacéo inicial 94°C, 10min, 30x: 94°C,
blagox CB]JaICtamlqos gIﬁ??fggggggggg;g; 40s; 40°C, 60s; 72°C, 1min, Extensdo final: 162 bp DALL(EZBI;\]S etal.,
efalosporinas 72°C. 7 mim
lantami Desnaturacéo inicial 94°C, 10min, 30x: 94°C,
blagpa B Iactamlqos TGATGGCACAGCAGGATATTC 40s: 40°C, 60s: 72°C, 1min, Extensdo final: 997 bp DALLENNE et al.,
Cefalosporinas GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG 799G 7 mim (2010)
A GCAATGTCACTGAATACTCGT Desnaturacdo inicial 94°C, 5 min, 30x: 60°C,
blanowm Carbapenémicos GCGATCCTTCCAACTCGT 1min; 60°C, 1min: 72°C, 1mim, . Extensio 500bp PL Hoetal., 2012
final: 72°C,10 mim
Desnaturacéo inicial 94°C, 5 min, 30x: 60°C
. ATGTCACTGTATCGCCGTCT DA o . JONES et al.,
blakpc.1 a3 Carbapenémicos TTTTCAGAGCCTTACTGCCC 1min; 60°C, 1min; 72°C,1mim, . Extensdo 892 bp (2009)

final: 72°C,10 mim
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4.10 Tipagem Molecular por ERIC-PCR

Para a analise da similaridade clonal entre as amostras incluidas no estudo,
foi empregada a técnica de ERIC-PCR. Os iniciadores utilizados para as rea¢fes foram:
e ERICIF: 5 TGTAAGCTCCTGGGGATTCAC ¥
e ERIC2R: 5"AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3

As condicOes da reacdo estiveram de acordo com Silbert et al., 2004. Os
produtos obtidos foram visualizados em gel de agarose 1,5%. A corrida foi de,
aproximadamente, 120 minutos, a 90 volts. A similaridade entre os perfis gerados apos
visualizacdo das bandas em gel de agarose foi avaliada utilizando-se o programa
Bionumerics (Applied Maths, Saint-Martens-Latem, Bélgica) versdo 7.1; o coeficiente
de similaridade foi a correlagdo de Dice e, para a analise de clusters, o método foi o
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Algorithm). Foram interpretados como

possivelmente relacionados os perfis com similaridade igual ou maior a 90%.
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacdo e perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos

microrganismos recuperados

Neste estudo foram avaliadas 88 amostras de enterobactérias, identificadas
por método automatizado, como Klebsiella pneumoniae (n=51), Enterobacter cloacae
complex (n=18), Enterobacter aerogenes (n=9) e Escherichia coli (n=10). Do total,
32,9% foram oriundas de Centros de Tratamento Intensivo (CTI) e 67% de outras
unidades hospitalares, como enfermarias, pronto atendimento, maternidade, que neste
estudo foram designadas como outros setores.

Todas as amostras avaliadas (n=88) apresentaram resisténcia a, pelo menos,
uma das cefalosporinas de terceira geracdo testadas (ceftriaxona ou cefotaxima e
ceftazidima), sendo este o principal critério de inclusdo adotado no estudo. De acordo
com os padrfes estabelecidos internacionalmente para classificacdo dos niveis de
resisténcia (MAGIORAKOS et al., 2011), 86,3% das amostras foram consideradas
como multidroga-resistentes (multidrug-resistant - MDR). O microrganismo €
considerado um MDR quando ndo apresentar sensibilidade a pelo menos um
antimicrobiano em trés ou mais classes.

Para a interpretacdo dos resultados dos testes de susceptibilidade a
antimicrobianos foram utilizados os critérios preconizados na Nota Técnica da ANVISA
N°. 01/2013 e CLSI1/2014.

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, apresentado pelas amostras
de K. pneumoniae, esta representado na figura 2. Neste, é possivel observar que a
maioria destas amostras, foi resistente a ceftriaxona (98%), a ceftazidima (78%) e a
cefepime (67%). Entre os aminoglicosideos avaliados, 49% das amostras de K.
pneumoniae foram resistentes a gentamicina (49%); porém, todas estas sensiveis a
amicacina. Em relagdo a fluoroquinolona (ciprofloxacina), K. pneumoniae apresentou
uma elevada taxa de resisténcia (72,5%). Ja dentre os carbapenémicos, ertapenem foi o
menos efetivo, mostrando resisténcia em mais da metade das amostras de K.
pneumoniae (53%), indice de resisténcia bem mais elevado do que aqueles apresentados
aos outros antimicrobianos desta classe, meropenem (29,5%) e imipenem (29%). K.
pneumoniae foi a Unica espécie dentre todas as amostras avaliadas neste estudo a

apresentar resisténcia a colistina (20%).
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Figura 2: Perfil de susceptibilidade das amostras de K. pneumoniae (n=51) aos antimicrobianos
avaliados.

As amostras de Enterobacter spp. apresentaram 100% de resisténcia a
cefoxitina e a ceftriaxona e 92,5% a ceftazidima. Cefepime foi a cefalosporina que
apresentou a maior efetividade quando comparada com os outros membros desta classe,
com taxa de resisténcia bacteriana de 44%.

Os antimicrobianos contra os quais foram observadas as menores taxas de
resisténcia entre as amostras de Enterobacter spp., foram amicacina (4%), meropenem e
imipenem (15%). Para tigeciclina, observou-se variacdo da resisténcia de 7%, além de
30% das amostras serem classificadas com um fenotipo de resisténcia intermediaria.
Esse fenotipo foi visto também entre as amostras de K. pneumoniae (49%). O
antimicrobiano que apresentou a melhor eficacia contra as amostras de Enterobacter foi
a colistina, com 100% de sensibilidade.

Em relacdo aos aminoglicosideos, a quase totalidade das amostras de
Enterobacter foi sensivel a amicacina (96%); no entanto, a maioria delas mostrou-se
resistente a gentamicina (63%). A taxa de resisténcia a ciprofloxacina foi de 37%
(Figura 3).
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Figura 3: Perfil de susceptibilidade das amostras de Enterobacter spp. (n=27), aos antimicrobianos

avaliados.

A figura 4 mostra o perfil de resisténcia apresentado pelas espécies de E.

cloacae complex e E. aerogenes. Nota-se que as amostras de Enterobacter aerogenes

apresentaram taxas de resisténcia mais elevadas em compara¢do com as amostras de E.

cloacae complex, para quase todos os antimicrobianos testados.
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Figura 4. Perfil de resisténcia das espécies de Enterobacter cloacae complex e Enterobacter aerogenes,

aos antimicrobianos avaliados.
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Analisando a resisténcia aos antimicrobianos em E. coli, nota-se que as
taxas séo inferiores quando comparadas as de K. pneumoniae e Enterobacter spp. Os
antimicrobianos que tiveram a menor eficacia neste grupo bacteriano foram ceftriaxona,
com 100% de resisténcia, ciprofloxacina (70%) e gentamicina (60%). Para cefepime,
60% das amostras de E. coli apresentaram resisténcia intermediaria a este
antimicrobiano e 40% resisténcia plena. As amostras de E. coli foram, ainda, sensiveis
aos carbapenémicos (meropenem, imipenem e ertepenem) testados. Também foi
observada sensibilidade total aos antimicrobianos amicacina, colistina e tigeciclina
(Figura 5).

10%
10% 30%
40%
60%
70%
100%

m Sensivel  ®m Intermediario Resistente

Perfil de Susceptibilidade

Figura 5. Perfil de susceptibilidade das amostras de Escherichia coli (n=10), aos antimicrobianos
avaliados.

A figura 6 apresenta os perfis de resisténcia das amostras de enterobactérias
provenientes de pacientes internados em CTIs e das amostras oriundas de outros setores
hospitalares, notando-se no grupo CTI taxas de resisténcia mais elevadas. Os agentes
com a menor eficicia contra as amostras provenientes dos CTIs foram ertapenem
(62%), ciprofloxacina (76%), ceftazidima (83%), ceftriaxona (96,5%) e cefepime
(72%). Amicacina foi o agente mais eficaz em ambos os grupos, sendo que o nivel de

resisténcia a este antimicrobiano nao ultrapassou 0s 2%.
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Figura 6: Perfis de resisténcia das enterobactérias recuperadas de hemoculturas de pacientes internados
em CTls e de Outros Setores hospitalares, aos antimicrobianos avaliados neste estudo.

62%

A menor concentracdo dos antimicrobianos testados capaz de inibir o
crescimento de 90% das amostras (CIMgp) foi superior ao ponto de corte estabelecido
para cada antimicrobiano em 83,3% das amostras de K. pneumoniae, 75% das de
Enterobacter spp. e 33,3% nas amostras de E. coli. Com relacdo a CIMsy, as
concentragdes que estiveram acima do ponto de corte estabelecidos para cada
antimicrobiano foram de 50% para K. pneumoniae, 41,6% para Enterobacter spp. e
25% para as amostras de E. coli. Amicacina foi o antimicrobiano que apresentou a
maior efetividade contra todas as espécies, mostrando CIMsg variando de 2-4ug/mL e
CIMgo entre 2-16ug/mL (Quadro 2).
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Quadro 2: Resultados das CIMs, e CIMg, dos antimicrobianos testados para as amostras de
Klebsiella pneumoniae (n=51), Enterobacter spp. (n=27) e Escherichia coli (n=10) isoladas de
hemoculturas em hospitais de Belo Horizonte, Minas Gerais.

Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) ug/mL
(@]}

Antimicrobianos Interpreta¢do K. pneumoniae Enterobacter spp. E. coli

S | R CIM;, ClMg, CIM;, ClMg, CIM;, ClMg,
Ertapenem <05 | 1 >2 4 >8 <0,5 8 <0,5 <0,5
Meropenem <1 2 >4 1 >16 <0,25 >16 <0,25 <0,25
Imipenem <1 2 24 <1 216 <1 216 <0,25 <1
Amicacina <16 | 32 | 264 4 16 4 16 <2 <2
Gentamicina <4 8 | 216 <1 >16 216 216 216 216
Ciprofloxacina <1 2 | 24 >4 >4 >4 >4 >4
Colistina® <2 - | >4 <0,5 216 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Tigeciclina® <1 | 2| >4 2 2 1 2 <0,5 <0,5
Cefoxitina <8 16 | 232 8 264 264 264 <4 16
Ceftriaxona <1 >4 264 264 264 264 16 >64
Ceftazidima <4 8 | 216 16 264 16 264 4 16
Cefepime <2 - | 216 16 264 4 264 2 8

CIMgy: Concentracdo inibitéria minima capaz de inibir o crescimento de 90% das amostras CIMsy:
Concentracdo inibitéria minima capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras. S: sensivel; I:
intermediério; R: resistente

5.2 Métodos Fenotipicos para Determinacdo de B-lactamases

5.2.1 Teste do Sinergismo do Duplo Disco (TSDD) e Epsilometer test (Etest)

A producdo de ESBL detectada pelo Etest foi de 55,6%, sendo este
resultado similar aos valores encontrados pelo TSDD (56,8%). Quando estas
metodologias foram analisadas separadamente, o Etest apresentou um melhor
desempenho para as amostras de E. coli (80%) e o TSDD para as de K. pneumoniae
(66,6%). Enterobacter spp. apresentou baixa producdo de ESBL, tanto pelo TSDD
(29,6%), como pelo Etest (33,3%) (Quadro 3). As figuras 7, 8, 9 e 10 exemplificam os
testes TSDD e Etest.
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(@) (b)
Figura 7: Fotos representativas de um dos Testes de Sinergismo do Duplo Disco empregados neste

estudo; (a) alargamento do halo de inibicdo; (b) formacdo de zona fantasma. AMC: amoxicilina/acido
clavulénico; ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona; CTX: cefotaxima.

As taxas de amostras produtoras de ESBL empregando-se os testes TSDD e
Etest foram comparadas aos resultados encontrados pelo sistema VITEK®2 Advanced
Expert System (AES) e estdo apresentados no quadro 3. O VITEK®2 AES analisa a
presenca de ESBL apenas para as amostras de K. pneumoniae e E. coli. Este sistema
apresentou uma taxa de positividade para ESBL de 86,2%, indice bem acima dos outros

dois testes.

Figura 8: Foto ilustrativa de um Etest ESBL positivo encontrado neste estudo. Observa-se formacéo de
zona de inibicéo abaixo da CT. CT: cefotaxima; CTL: cefotaxima/acido clavulanico.

Figura 9: Foto ilustrativa de um Etest ESBL positivo encontrado neste estudo: Diminuicdo de >3 log®
dilui¢des no MIC na presenca do &cido clavulanico.CT: cefotaxima; CTL: cefotaxima/acido clavulanico.
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Figura 10: Foto ilustrativa de um Etest ESBL N&o-Determinado encontrado neste estudo: Valores da
CIM estdo acima da escala de interpretagdo. CT: cefotaxima; CTL: cefotaxima/acido clavulanico.

5.2.2 Pesquisa de AmpC empregando-se o teste de susceptibilidade a Cefoxitina

Em relacdo a resisténcia a cefoxitina como marcador da presenca de AmpC,
39 das 88 amostras apresentaram resisténcia (44,3%) a esse antimicrobiano. A figura 11

mostra os perfis de susceptibilidade das amostras analisadas a cefoxitina.

10%

22%

100%

K. pneumoniae Enterobacterspp. Escherichia coli

® Sensivel ® Intermediario  Resistente

Figura 11: Perfis de susceptibilidade a cefoxitina das amostras de enterobactérias recuperadas de
hemoculturas.

5.2.3 Pesquisa AmpC cromossomal induzivel

A investigacdo da producdo de AmpC cromossomal induzivel empregando-
se a técnica do disco de aproximacdo ndo apresentou nenhum resultado positivo dentre
as amostras de Enterobacter spp. e E. coli avaliadas.
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5.2.4 Pesquisa AmpC plasmidial - Bloqueio enzimatico com &cido fenilborénico

A pesquisa de AmpC plasmidial utilizando o é&cido fenilborénico foi
aplicada para as amostras de K. pneumoniae e E. coli que apresentaram resisténcia a
cefoxitina e pesquisa de carbapenemase negativa. Das amostras de K. pneumoniae, 11
se mostraram resistentes a cefoxitina e, dessas, 8 eram produtoras de carbapenemase,
sendo excluidas do teste. O restante (03 amostras) apresentou resultado negativo para a
pesquisa de AmpC plasmidial. Ja entre as amostras de E. coli, uma amostra foi
resistente a cefoxitina com CIM de 32ug/ml e resultado positivo, como mostrado na

Figura 12.

Figura 12: Foto representativa da amostra 105, com teste do disco combinado para Pesquisa de AmpC
plasmidial positivo. CFO: cefoxitina; AFB: &cido fenilborénico.

5.2.5 Teste de Hodge Modificado para pesquisa de carbapenemase

O THM foi aplicado para todas as amostras de enterobactérias incluidas no
estudo, seguindo os critérios estabelecidos pelo CLSI (M100S24, 2014). Dentre as
enterobactérias pesquisadas, somente as amostras de E. coli ndo apresentaram
positividade para producdo de carbapenemase. Ja 39,2% (20/51) das amostras de K.
pneumoniae foram positivas por esta metodologia, enquanto que, entre as amostras de
Enterobacter spp., a positividade foi de 11,1% (03/27). Na figura 13 temos a ilustracdo
de um THM positivo. Quando se avaliou a resisténcia aos carbapenémicos entre as
amostras com THM positivo, 95,6% foram resistentes ao ertapenem, 65,2% ao
imipenem 60,8% ao meropenem (APENDICE IA e IB).
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(@) (b)

Figura 13: Foto ilustrativa do Teste de Hodge Modificado positivo; (a) e (b): As setas indicam a
deformac&o nos halos de inibicdo. MER: meropenem.

5.3 Detec¢ao genotipica de p-lactamases nas amostras estudadas

5.3.1 Deteccao dos genes blatem, blaspy, blactx-m, blaces

Das amostras estudadas, 79,5% (70/88) foram positivas para algum dos
genes codificadores de ESBL pela técnica da PCR (Figura 14). O gene mais frequente
foi o blargm, presente em 61,3% (54/88) das amostras, seguido pelo blasyy, encontrado
em 42% (37/88) das amostras. J& 0 blactx-m foi detectado em 26,1% (23/88) de todas as
amostras analisadas. A espécie K. pneumoniae foi aquela com a maior taxa de detecgédo
de blasyy 70,5% (36/51), dados estes apresentados na tabela 2.

DNA Ladder 67 8 9

892pb

562pb

Figura 14 : Gel ilustrativo contendo fragmentos do gene blacrx.m € blakpci.s amplificados com primers
especificos. DNA Ladder: marcador de 100 pb; fragmento de 892 pb caracterizando KPC; fragmento de
562 pb caracterizando CTX-M.

A co-existéncia de dois tipos de ESBL em uma mesma amostra, foi
encontrada em 37,5% (33/88) dos casos avaliados, sendo a combinacdo de
blargm/blasyy mais comum entre as amostras de K. pneumoniae e blargm/blacrx-m, entre

as de Enterobacter spp. e E. coli. Os genes blatem, blasyy € blactx.m, foram detectados
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simultaneamente apenas nas amostras de K. pneumoniae, € isso ocorreu em 17,6%
(09/51) das mesmas (Figura 15). N&o foi detectada a presenca do gene blages em
nenhuma das amostras bacterianas analisadas neste trabalho.

Tabela 2: Perfil genotipico das amostras de enterobactérias analisadas

Espécies Bacterianas Gendtipo Frequéncia de Detecgao

blaypc, blatey, blasyy 03 (5,9%)

blapc, blarew 04 (7,8%)
blaypc, blasyy 11 (21,5%)
blacry, blarew, blasyy 07 (13,7%)
blarey, blasyy 12 (23,5%)

K. pneumoniae (51) blacr, blasmy 05 (9,8%)
blatewm, blacrxm 01 (1,9%)
blaen 32 (62,7%)
blagy 36 (70,5%)
blacrym 13 (25,4%)

blagec 23 (45%)

blaypc, blarey 02 (7,4%)

blaenm, blasyy 01 (3,7%)
blaewm, blacrxm 04 (14,8%)
Enterobacter spp (27) | blaey 14 (51,8%)
blagy 01 (3,7%)
blacrxm 05 (18,5%)
blaypc 05 (18,5%)

blaTEM; bIGch.M 03 (30%)

Escherichia coli (10) blrew, blaampe 01 (10%)
blatem 08 (80%)

blacryxm 05 (50%)

5.3.2 Deteccao dos genes blakpci-3 € blanpm

Os genes que codificam as carbapenemases KPC e NDM, foram também
pesquisados neste estudo, e esta Gltima ndo foi detectada em nenhuma das amostras
analisadas. Das amostras de K. pneumoniae estudadas, 45% (23/51) e 18,5% (5/27)
entre as de Enterobacter spp. apresentaram o gene blakpci-3. Este gene nédo foi
encontrado em nenhuma das amostras de E. coli. Na avaliacdo da producdo de
carbapenemase pelos métodos fenotipicos e genotipicos, 0 THM mostrou-se positivo
em 26,1% (23/88) das amostras, enquanto 0 gene blakpci-3 foi detectado em 31,8%
(28/88) das amostras (Quadro 3).
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Quadro 3: Producéo de p-lactamases entre as enterobactérias avaliadas: Analises fenotipica
e genotipica

ESBL Carbapenemase
Amostras
Bacterianas VITEK 2 PCR
TSDD E-TEST JAES PCR THM (KPC)
K. pneumoniae 34 31 44 45 20 23
P (66,65) (60,7%) (86,2%) (88,2) (39,2%) (45%)
Enterobacter 08 09 15 03 05
spp. (29,6%) (33,3%) - (55,5) (11,1%) (18,5%)
, 08 09 10 10 0% 0%
E. coli
(80%) (90%) (100%) (100)
Total 50 49 70 23 28
(56,8%) (55,6%) - (79,5) (26,1%) (31,8%)

TSDD: Teste do Sinergismo do Duplo Disco; VITEK 2 AES: Advanced Expert System: THM: Teste de
Hodge Modificado; PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase; KPC: Klebsiella pneumoniae
carbapenemase.

B K. pneumoniae ® Enterobacterspp.  Escherichiacoli

45%

31,7%

17,6% 8,5%
4,8% £
[ |
<\.

Figura 15: Combinagdo dos tipos de [-lactamases encontrados nas amostras de K. pneumoniae (n=51),

Enterobacter spp. (n=27) e E. coli (n=10) avaliadas.

Quando a producdo das enzimas [-lactamases foi comparada entre as
amostras dos pacientes internados em CTIs com aquelas dos de outros setores de
interncdo, nota-se que os indices de deteccdo foram mais elevados para as amostras
provenientes do CTI. A Unica excessdo foi para a enzima TEM, que esteve presente em
66,4% das amostras dos Outros Setores. Os genes blasyy e blakpc foram os mais
detectados entre as amostras do CTI (58,6% e 44,8%, respectivamente). Esses dados

podem ser vistos na figura 16.
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m CTI Qutros Setores
66,4%
58,6%
44,8% 44,8%
32,2%
0,
27,5% 25 4% 25,4%
bla_,, blag,, bla_,,, bla,,

Figura 16: Porcentagem das amostras carreadoras de genes que codificam -

lactamases por setores hospitalares.

5.3.3 Deteccao dos genes AmpC - blaampc, blacmy-2, blarox, blapna

A investigacdo da presenca de genes determinantes da producdo de AmpC
plasmidial, nas amostras que apresentavam resisténcia a cefoxitina, pela PCR, ndo
identificou nenhum dos genes pesquisados (blacwmy-2, blarox, blapna). Apenas a amostra
de ndmero 105, uma E. coli, apresentou produto da PCR compativel para o gene

bIaAmpC.

5.4 Diversidade genética das amostras de enterobactérias

a) Klebsiella pneumoniae

De acordo com o perfil de bandeamento das 51 amostras de K. pneumoniae
avaliadas por ERIC-PCR, duas a cinco bandas foram observadas (Apéndice 1V). O
dendrograma gerado agrupou estas amostras em quatro diferentes clusters (I, II, III e
IV) (Fig. 17). Nove perfis (18,3%) foram agrupados no cluster I, sendo estes
provenientes dos hospitais A, B e C. O cluster II foi composto de oito (16,3%) amostras,
estas tendo origem no hospital C, exceto a amostra 29 pertencente ao hospital A. As
nove (18,3%) amostras agrupadas no cluster IIT foram originadas dos hospitais A, B, C
e E. O cluster IV agrupou o maior numero de amostras (23; 46,9%), sendo 19
provenientes do hospital B e o restante oriundo dos hospitais A e E. Algumas amostras

apresentaram perfis idénticos entre si, tais como: (i) 34 e 35 (cluster I); (ii) 15e 10 e
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(iii) 53 e 54 (cluster III); e (iv) 37 e 40, (v) 39 e 41, (vi) 42, 52, 43, 47 e 50, (vii) 46 e
58, (viii), 20 e 30 (cluster 1V), sendo o Gltimo cluster o que agrupou o0 maior numero de
amostras com perfis de bandas idénticos. As amostras de K. pneumoniae de nimero 13
e 31 ndo foram incluidas nas analises de similaridade, pois ndo houve amplificacdo dos

produtos da PCR atraves do ERIC, ndo gerando bandeamento, mesmo apoés repeticoes.

b) Escherichia coli

Em relacéo as amostras de E. coli, o perfil de bandeamento revelou de duas
a sete bandas por amostra, conforme demonstrado no apéndice IV. O dendrograma
gerado agrupou estas amostras em dois clusters: | e 1l (Fig. 18). O cluster | é formado
por trés amostras, sendo as amostras de nimeros 102 e 103 originadas do hospital E,
com 90% de similaridade. No cluster Il foram agrupadas sete amostras, sendo que
algumas se agruparam com no minimo 90% de similaridade: (i) 104 e 105; (ii) 108 e

109.Todas as amostras do cluster 11 sdo oriundas do hospital B.
c¢) Enterobacter spp.

As analises de similaridade genética das amostras do género Enterobacter
foram feitas separando as espécies E. cloacae e E. aerogenes. Em relacdo as amostras
de E. cloacae, os perfis de bandeamento apresentaram de trés a nove bandas por
amostra (APENDICE V). A figura 19 apresenta o dendrograma gerado a partir das
amostras de E. aerogenes, nele sendo possivel observar a formacdo de trés clusters
distintos I, Il e Ill. Duas amostras agrupadas no cluster | foram provenientes dos
hospitais B e C e apresentaram 60% de similaridade, e trés amostras provenientes do
hospital B foram agrupados no cluster Il, com similaridade variando de 90-95%. No
cluster 11l foram agrupadas quatro amostras, sendo que trés, pertencentes aos hospitais
B e D, se agruparam com 100% de similaridade e uma amostra (79) se agrupou com
90% de similaridade a estas trés.

O dendrograma gerado a partir do perfil de bandeamento das amostras de E.
cloacae as agrupou em dois clusters distintos: | e Il (Fig. 20). Seis amostras (35,2%)
foram agrupadas no cluster I, sendo estas provenientes do hospital B, 10 amostras
(58,8%) agruparam-se no cluster Il, sendo originadas dos hospitais B, C e E, e uma
amostra (70) ndo se agrupou a nenhum cluster. As amostras que apresentaram perfis
idénticos entre si foram: (i) 84 e 86 (cluster I); (ii) 73, 74 e 75 (Hospital C); (iii) 76 e 72
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(Hospitais C e E, respectivamente); (iv) 82 e 77 (Hospital C); (vi) 87 e 88 (Hospital B),
pertencentes ao cluster Il. A amostra de E. cloacae de nimero 83 néo foi incluida nas
andlises de similaridade, pois ndo houve amplificagdo do produtos da PCR através do

ERIC, ndo gerando bandeamento, mesmo apos repeticoes.



70

ERIC-PCR Klebsiella pneumoniae

% de Similaridade Amostra / Hospital / Setor Beta-L
8.9 8 8 &
JPE RPN PP SRR SR )
33-A abr/09 CTI - TEM-SHV-KPC - ER/ME/IM/CI/CO/CF/CR/CZ/C}
{ 12- A set/08 CTI - SHV - KPC - ER/IM/CI/CR/CZ/CP
34-A abr/09 CTI - SHV/KPC - ER/CI/CR/CZ/CP
35-A abr/09 CTI - SHV - KPC - ER/CI/CF/CR/CZ
44 -B set/13 Enf42 A - TEM - SHV - GE/CO/CR/CZ > I
_|: 51-B jan/14 Enf22Sul - KPC - ER/ME/IM/CO/CF/CR/CZ/CP
23-C mar/09 ENF - TEM - SHV - ER/ME/GE/CI/CR/CZ/CP
E 24 - C mar/09 CTI - TEM-SHV - CTXM - GE/CI/CR/CZ/CP
55-B fev/14 Enf 22 Sul - TEM - CR _/
28 - C mar/09 Neo - SHV - CTXM - GE/CR \
—|: 18- C fev/09 CTI - TEM - SHV - CTXM - ER/IM/GE/CF/CR/CZ/CP
29-C mar/09 Enf - TEM - SHV - CTXM - GE/CI/CR/CZ/CP
- £ 32-A mar/09 CTI - TEM - SHV - ER/CI/CF/CZ >_
25-C mar/09 CTI - TEM - SHV - CTXM - GE/CI/CR/CP I |
16 - C fev/09 PA - TEM - SHV - GE/CI/CR/CZ/CP
E 26 - C mar/09 Enf - TEM-SHV - CTXM - GE/CI/CR/CZ/CP
27-C mar/09 CTI - TEM-SHV-KPC - ER/CI/CR/CZ/CP_/
15- A jan/09 Enf - SHV - KPC - ER/CI/CF/CR/CZ/CP \
I { 10 - A nov/08 CTI - SHV - KPC - ER/CI/CF/CR/CZ
14 - A jan/09 CTI - SHV - KPC - ER/CI/CR/CZ/CP
53 -B fev/14 Enf72Norte - KPC - ER/ME/IM/CI/CO/CR/CZ
54 - B fev/14 Enf72 Norte - KPC - ER/ME/IM/CI/CO/CR/CZ >— I”
36-E mai/09 Enf -TEM-SHV-CTXM - CR
21-C mar/09 Neo - TEM-SHV-CTXM - CR/CP
11-A set/08 CTI - TEM-SHV-KPC - ER/CI/CR/CZ/CP
22 -C mar/09 Enf - TEM - SHV - GE/CI/CR/CZ/CP _/
37-8B abr/13 Enf72 Norte - TEM - SHV - GE/CI/CR/CZ
40-B jun/13 Enf42 Oeste - TEM - SHV - GE/CI/CR/CZ/CP
57-B fev/14 CTI - TEM - KPC - ER/ME/IM/GE/CI/CR/CZ/CP
56-B fev/14 CTI - TEM - GE/CI/CR
39-B mai/13 PA -TEM - SHV - CTXM - GE/CO/CR
] 41-B jun/13 Enf72Leste - TEM-SHV-CTXM - GE/CO/CR/CP
42 -B jul/13 Enf 102 Sul - TEM - SHV - GE/CI/CO/CR/CZ/CP
52-B jan/14 PA - SHV - KPC - ER/ME/IM/CI/TI/CR/CZ/CP
43 - B set/13 PA - KPC - ER/ME/IM/CI/CF/CR/CZ
47 - B nov/13 CTI - SHV - KPC - ER/ME/IM/CI/CR/CZ/CP
50-B dez/13 Enf - KPC - ER/ME/IM/CI/TI/CR/CZ/CP
49-B nov/13 CTI - TEM - GE/CI/CO/CR/CZ/CP IV
38-B mai/13 Enf82Sul - TEM - SHV - GE/CR/CZ/CP
46 -B out/13 Enf72 Leste - TEM - KPC - ER/ME/IM/CI/CO/PI/CF/CR/CZ/CP|
58 -B fev/14 Enf 22 Sul - TEM - KPC - ER/ME/IM/CI/TI/CF/CR/CZ/CP
48 -B nov/13 Enf 102 Norte - TEM - GE/CR
17 - E fev/09 CTI - SHV - CTXM - ER/CI/CR/CZ/CP
60 - B mar/14 Enf - TEM - KPC - ER/ME/CR
59-B mar/14 PA - KPC - ME/IM/CR
20- A mar/09 CTI - SHV - GE/CI/CR/CZ/CP
30-A mar/09 CTI - TEM - SHV - GE/CI/CR/CZ/CP
19-A fev/09 Enf - TEM - SHV - CTXM - ER/ME/GE/CI/CF/CR/CZ/Cy
45-B out/13 CTI - TEM - CTXM - CR

Figural7: Dendrograma de similaridade genética derivado do coeficiente de similaridade Dice mostrando
as relaces entre os isolados de K. pneumoniae. Construcéo feita usando o agrupamento com Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). ME: meropenem; IM: imipenem; GE: gentamicina; CI:
ciprofloxacina; CO: colistina; TI: tigeciclina; CF: cefoxitina; CR: ceftriaxona; CZ: ceftazidima; CP: cefepime.
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ERIC-PCR Escherichia coli

% de Similaridade Amostra / Hospital / Setor Beta-Lactamases Antimicrobianos (resistentes)
g 8 8 §
102 - E abr/09 Enf -TEM -CI/CR
| |: 103 - E abr/09 CTI - CTX-M - GE/CI/CR/CZ/CP |
101 - C mar/09 Enf -TEM - GE/CR/CzZ/CP
104 - B abr/13 Enf4° oeste - CTX-M -CR I
[ 105 - B jun/13 Enf -TEM - AMPC - CI/CF/CR/CP
L 106-B jul/13 Enf -TEM -CI/CR
108 - B fev/14 Enf -TEM-CTX-M - GE/CI/CR > 1]
|: 109 - B mar/14 Enf -TEM - CTX-M - GE/CI/CR
110 - B mar/14 Enf -TEM - CTX-M - GE/CI/CR
107 - B nov/13 Enf -TEM - GE/CR/Cz/CP_/

Figura 18: Dendrograma de similaridade genética derivado do coeficiente de similaridade Dice mostrando
as relacdes entre os isolados de E. coli. Construcdo feita usando o agrupamento com Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). ME: meropenem; IM: imipenem; GE: gentamicina; ClI:
ciprofloxacina; CO: colistina; TI: tigeciclina; CF: cefoxitina; CR: ceftriaxona; CZ: ceftazidima; CP: cefepime.

ERIC-PCR Enterobaacter aerogenes

% de Similaridade Amostra / Hospital / Setor Beta-Lactamases Antimicrobianos (resistentes)
g g 8|8
I I l _I 89 -B abr/13 Enf - CF/CR/CZ |
—:_ 78 - C mar/09 Enf -TEM - CTX-M - GE/CI/CF/CR/CZ/CP
91-B set/13 CTI - KPC - ER/ME/IM/CF/CR/CZ/CP
{ 95 - B fev/14 Enf 7° Leste - CF/CR/CZ ]
L 92-B nov/13CTI -KPC - ER/ME/IM/CF/CR/CZ/CP
80 - D mar/09 Enf -TEM - CTX-M - ER/GE/CI/CF/CR/CZ/CP
81-D mar/09 CTI -CTX-M - ER/GE/CI/CF/CR/CZ/CP
85 - B abr/09 Enf -TEM - CTX-M - ER/GE/CI/CF/CR/CZ/CP L
79 - D mar/09 CTI -TEM - CTX-M - ER/GE/CI/CF/CR/CZ/CP

Figura 19: Dendrograma de similaridade genética derivado do coeficiente de similaridade Dice mostrando
as relacdes entre os isolados de E. aerogenes. Construcdo feita usando o agrupamento com Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). ME: meropenem; IM: imipenem; GE: gentamicina; Cl:
ciprofloxacina; CO: colistina; TI: tigeciclina; CF: cefoxitina; CR: ceftriaxona; CZ: ceftazidima; CP: cefepime.
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ERIC-PCR Enterobacter cloacae

% de Similaridade Amostra / Hospital / Setor  Beta-Lactamases  Antimicrobianos (resistentes)

2 £
84-8 abr/09 Enf - TEM - ER/GE/CI/CF/CR/CZ ™™
_' 86 -B abr/09 Enf - CF/CR/CZ
94 -8 dez/13 Enf KPC - ER/ME/IM/CF/CR/CZ/CP
93 -8 dez/13 Enf - GE/CF/CR/CZ >_ '
90-B ago/13 Enf - GE/CF/CR/CZ
96 -B mar/14 Enf -TEM - GE/CF/CR/CZ _
73 -C mar/09 CTI - GE/CF/CR
74 - C mar/09 Enf -TEM - GE/CF/CR/CZ \
75 - C mar/09 CT - GE/CF/CR
76 -C mar/09 Enf - TEM - GE/CF/CR/CZ/CP
72 - E mar/09 CTI - CF/CR/CZ
82-C abr/09 Enf -TEM-SHV - CF/CR/CZ %
77-C mar/09 Enf - TEM - ER/GE/CI/TI/CF/CR/CZ/CP
87-B dez/13 Enf - KPC - ER/ME/IM/GE/CI/CF/CR/CZ/CP
88-B abr/13 Enf - CF/CR/CZ
71-E fev/09 Enf - TEM - CI/CF/CR/CZ
70-A dez/08 Enf -TEM-KPC - GE/CF/CR/CZ _/

Figura 20: Dendrograma de similaridade genética derivado do coeficiente de similaridade Dice mostrando
as relac@es entre os isolados deE. cloacae. Construcéo feita usando o agrupamento com Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). ME: meropenem; IM: imipenem; GE: gentamicina; ClI:
ciprofloxacina; CO: colistina; TI: tigeciclina; CF: cefoxitina; CR: ceftriaxona; CZ: ceftazidima; CP: cefepime.
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6. DISCUSSAO

Os antimicrobianos estdo entre os farmacos mais utilizados pela medicina
humana. O uso destes agentes € um dos principais fatores para a selecdo de
microrganismos resistentes. As bactérias tém mostrado cada vez mais habilidades em
tornar-se resistentes a qualquer tipo de antimicrobiano desenvolvido, fazendo-se mais
necessario avanco no conhecimento dos mecanismos de resisténcia por elas exibidos
(PALMER; KISHONY, et al., 2013; DAVIES, 2013).

K. pneumoniae e E. coli sdo as espécies mais prevalentes dentro da familia
Enterobacteriaceae, sendo responsaveis por inimeros tipos de infecgdes (SUPERTI et
al., 2009; ZHANG et al.,, 2012). Enterobacter é outro género de patdgenos
frequentemente encontrados em infeccbes nosocomiais que tém sido associados a
diversos surtos, principalmente em unidades de tratamento intensivo (MARTINEZ et
al., 2004; PATERSON et al., 2006; MULLER et al., 2012; TUON et al., 2012).

No presente estudo, K. pneumoniae foi a espécie com o maior numero de
amostras, correspondendo a 58% das bactérias isoladas, seguida por Enterobacter spp.
(31%), e E. coli (11%). Isso corrobora os dados do programa SENTRY, que mostrou
que, entre nos anos de 2008 e 2010, K. pneumoniae foi responsavel por 12,3% de todas
as ICS no Brasil, Chile, Argentina e México (GALES et al., 2012). Outro estudo
realizado em Porto Alegre avaliou a incidéncia de K. pneumoniae e E. coli em
bacteremias nosocomiais. Foram incluidas neste estudo 145 amostras bacterianas e,
destas, 81(59%) eram K. pneumoniae e 64 (44,1%) E. coli. Os autores avaliaram, ainda,
a porcentagem de bactérias produtoras de ESBL, o que correspondeu a 35,2% das
amostras (SUPERTI et al., 2009).

Em relacdo as amostras de Enterobacter spp. apenas duas espécies foram
identificadas no presente estudo, E. cloacae e E. aerogenes. A prevaléncia destas duas
espécies como um importante agente em bacteremias € consistente com outros trabalhos
publicados (SANDERS; SANDERS, 1997; NOGUEIRA et al., 2014). No presente
estudo, o sistema automatizado VITEK® 2 foi utilizado para identificacdo de todas as
amostras bacterianas avaliadas. Por este sistema, foram identificadas 18 amostras como
pertencentes ao grupo Enterobacter cloacae complex, sendo que este sistema
automatizado discrimina apenas duas (E. cloacae e Enterobacter asburiae) das seis
espécies que compdem o grupo em questdo. Essas espécies compartilham um DNA com

61% a 67% relacionados a E. cloacae, o que dificulta sua discriminacdo por



74

metodologias fenotipicas (MEZZATESTA et al., 2012). No entanto, para 0
delineamento do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e para analise dos
determinantes de resisténcia, 0 agrupamento dessas espécies ndo representou perda de
confiabilidade dos resultados obtidos.

Nas ultimas décadas, Enterobacter spp. vém ganhado destaque no ambiente
hospitalar. Estudos multicéntricos realizados entre as décadas de 1976 e 1989 pelo
National Nosocomial Infections Surveillance System e em 2008 pelo National
Healthcare Safety Network constataram que Enterobacter spp. respondem por 5% dos
casos de bacteremias nosocomiais nos Estados Unidos (MEZZATESTA et al., 2012).
Outro estudo multicéntrico feito entre 1995 e 2002 mostrou que, dos 24179 casos de
ICS, espécies de Enterobacter estiveram entre os dez patégenos mais isolados em CTI
(WISPLINGHOFF et al., 2004). Um estudo retrospectivo realizado no Brasil mostrou
que 205 amostras de Enterobacter spp. foram recuperadas de um total de 4907 casos de
ICS, sendo 20% destes patdgenos produtores de ESBL (NOGUEIRA, 2014).

6.1 Susceptibilidade aos antimicrobianos

Os pacientes internados em instituicfes de salde estdo expostos a uma
variedade de microrganismos patogénicos, principalmente aqueles sob internacdo em
CTI, cujo risco de infeccdo é bastante elevado. Isso implica um risco de 5 a 10 vezes
maior em adquirir uma IRAS em CTI do que em outro setor de internacdo (BARROS,
et al., 2012). O uso de antimicrobianos de amplo espectro neste ambiente acaba por
ocasionar maior pressdo seletiva sobre a microbiota nosocomial, favorecendo a selegédo
de subpopulacGes de microrganismos com sensibilidade diminuida ou resistentes a
maioria dos antimicrobianos (PALMER; KISHONY, 2013).

No presente estudo, os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos
mostraram elevados indices de resisténcia, ndo apenas aos agentes [-lactamicos, aos
quais essas amostras também apresentaram elevados valores das CIMso e ClMgg, COMO
a outras classes de antimicrobianos. A producdo de ESBL foi o principal mecanismo de
resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo, uma vez que 79,5% das amostras
resistentes a essas drogas eram produtoras de ESBL. Isso corrobora o trabalho de
Nogueira (2011), que também observou a producdo de ESBL como principal
mecanismo de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo em enterobactérias

(79,1%) de origem hospitalar.



75

Do grupo de enterobactérias estudado, as amostras de E. coli avaliadas
foram as Unicas a ndo apresentar resisténcia aos carbapenémicos. Esses resultados
corroboram os dados do estudo realizado pelo programa SENTRY (ja citado), pelo qual
se buscou avaliar as taxas de resisténcia entre patdgenos Gram-negativos isolados da
Ameérica Latina (2008-2010). As 1517 amostras de E. coli isoladas mostraram uma alta
sensibilidade aos carbapenémicos, amicacina, e colistina (sensibilidade superior a
98,6%) (GALES et al., 2012).

Outro dado importante observado no presente estudo foi a elevada taxa de
resisténcia a fluoroquinolona (ciprofloxacina), com niveis de resisténcia atingindo 70%
entre as amostras de K. pneumoniae e E. coli. E importante ressaltar, ainda, que todas
as amostras resistentes a ciprofloxacina tambem carreavam algum gene responsavel pela
producdo de [-lactamases. Embora ndo tenha sido pesquisado, isso poderia ser
explicado pela presenca de plasmideos que carreiam genes de resisténcia as quinolonas,
como gnrA e gnrB, e que também albergam outros genes de resisténcia a
antimicrobianos como os [-lactdmicos, aminoglicosideos, dentre outros (RODRIGUES-
MARTINEZ et al., 2011; KIM; HOOPER, 2014).

Os carbapenémicos compreendem uma classe muito importante de
antimicrobianos empregados na terapéutica em processos envolvendo microrganismos
multirresistentes, especialmente aqueles produtores de ESBL, para os quais estas drogas
sdo a primeira opgéo de tratamento (CHEN, 2011). A resisténcia aos carbapenémicos
em enterobactérias pode surgir por aquisicdo de genes que codificam carbapenemases
(MBL, KPC, GES ou OXA) ou por associacdo da expressdo de genes que codificam
cefalosporinases AmpC ou ESBL com alteragdo da expressao de porinas da membrana
externa (JACOBY et al., 2004).

A resisténcia aos carbapenémicos encontrada neste trabalho foi expressada
pelas amostras de K. pneumoniae e Enterobacter spp. Ertapenem foi o agente que
apresentou a menor efetividade entre os carbapenémicos avaliados. Carvalhaes e
colaboradores (2009) também mostraram em seu trabalho, amostras de K. pneumoniae
que apresentaram elevadas taxas de resisténcia ao ertapenem (89%), em comparagédo ao
meropenem (43%) e imipenem (07%).

Ainda em relacdo a resisténcia aos carbapenémicos, neste presente trabalho,
onze amostras bacterianas que apresentaram resisténcia a esses agentes ndo foram
codificadoras de carbapenemases. Isso também foi visto por Tsai e colaboradores

(2011) que verificaram que a resisténcia aos carbapenémicos ocorria mesmo na
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auséncia de carbapenemases, ESBL e cefalosporinases. Essa resisténcia era dada pela
auséncia de duas porinas na membrana externa (OmpK35 e OmpK36), sendo esta mais
elevada para o ertapenem, fendmeno que também foi verificado no presente trabalho.

A circulacdo de linhagens multirresistentes é considerada um sério problema
para as instituicGes de salde, pois prejudica o regime de tratamento empirico e reduz as
opcodes de tratamento, contribuindo, assim, para 0 aumento da mortalidade, maior tempo

de internagé@o e aumento dos custos hospitalares (GALES et al., 2012).

6.2 Deteccdo fenotipica de p-lactamases

As pesquisas fenotipicas para producdo de ESBL foram aplicadas para todas
as amostras deste trabalho, sendo a resisténcia a uma cefalosporina de terceira geracao o
principal critério de inclusdo das amostras neste estudo.

Desde 1980, testes fenotipicos tém sido desenvolvidos para detectar a
producdo de ESBL. A maioria é baseada no uso de cefalosporinas de terceira geracéo,
geralmente cefotaxima ou ceftazidima, e um inibidor de [-lactamases, usualmente o
acido clavulanico (DRIEUX et al., 2008). Somente com os testes de susceptibilidade
aos antimicrobianos néo é possivel detectar e identificar a grande quantidade de enzimas
B-lactamases existentes, fazendo-se necessaria a confirmacdo da presenca por diferentes
metodologias, fenotipicas ou genotipicas. Exames complementares de triagem e
fenotipicos tém se tornado um importante tema da pesquisa durante as duas ultimas
décadas (WILLEMS et al., 2013; SINGH; SINGH, 2014).

Neste trabalho, a deteccdo da producdo de ESBL pelo TSDD e Etest,
apresentou resultados similares. Também vimos que houve uma variagdo do
desempenho de cada teste dependendo da espécie avaliada. Isso se deve,
principalmente, ao tipo de enzima que a bactéria esta produzindo, o que esta
diretamente ligado ao substrato que estd sendo degradado e a quantidade de enzima
produzida (PEREIRA et al., 2003; DRIEUX et al., 2008; HARADA et al., 2008). Em
um estudo feito por Wiegan e colaboradores (2007), analisando a positividade do
TSDD, foram observados indices de positividade de 92,9%, niveis estes superiores aos
encontrado no presente estudo. Katuzna e colaboradores (2014) avaliaram o
desempenho de diversos testes fenotipicos para deteccdo de ESBL e, das 42 amostras de
E. coli estudadas, 20 (47,6%) foram produtoras de ESBL pelo TSDD e 11 (26,2%) pelo

Etest, mostrando uma maior variagdo entre as duas metodologias aplicadas.
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Muitos laboratorios clinicos utilizam o TSDD como teste confirmatorio para
deteccdo de amostras bacterianas produtoras de ESBL; apesar deste ndo ser um teste
padronizado pelo CLSI, é considerado um método confiavel (DRIEUX et al.,, 2008;
GAZIN et al., 2012), embora alguns ajustes no teste sejam eventualmente necessarios
(DRIEUX et al., 2008). Alguns estudos atribuem a variacdo de desempenho do teste,
como a presenga de resultados falsos negativos, com a distancia entre os discos
(TOFTELAND et al.,, 2007; HARADA et al., 2008). Outros autores atribuem este
problema a escolha dos antimicrobianos marcadores (PITOUT 2005; TOFTELAND et
al.,2007; KAUR et al., 2013; SINGH; SINGH, 2014). No presente trabalho, foram
utilizados cinco substratos diferentes para aumentar a acuracia do teste, como sugerido
pela literatura (DRIEUX et al., 2008; HARADA et al., 2008).

A producdo de ESBL foi, também, avaliada pelo sistema Expert do
VITEK®2. Por esta metodologia, 86,2% e 100%, respectivamente, das amostras de K.
pneumoniae e E. coli apresentaram altos niveis de produgdo de ESBL. No trabalho de
Garrec e colaboradores (2011) também foram obtidos valores elevados de deteccdo de
ESBL para E. coli (92%) e K. pneumoniae (95%). Nossos resultados também
mostraram que o sistema VITEK® 2 apresentou uma correlagdo bem expressiva quando
comparado com os resultados obtidos pela pesquisa molecular. Spanu e colaboradores
(2006) avaliaram o desempenho do VITEK® 2 na identificacdo de enterobactérias
produtoras de ESBL, sendo os resultados obtidos por este sistema concordante com a
pesquisa molecular de genes de ESBL, para 1.121 (99,3%) das 1.129 amostras
bacterianas avaliadas.

Os Guidelines existentes para orientacdo na avaliacdo fenotipica da
producdo de ESBL em enterobactérias estdo restritos a deteccdo destas enzimas apenas
nas amostras de E. coli, Klebsiella spp. e Proteus spp., sendo, ainda, um desafio para 0s
laboratérios clinicos a deteccdo em outras espécies (CLSI, 2014; PITOUT,
LAUPLAND, 2008). Um dos fatos que explica esta limitacéo, € que o &cido clavulanico
(que é um inibidor de ESBL) pode ser mascarado por outros tipos de -lactamases, tais
como as enzimas AmpC, que sé&o produzidas por Enterobacter spp.

Existem vérios trabalhos que propdem testes alternativos para a detecgdo de
ESBL em espécies bacterianas produtoras de p-lactamases da classe C; entretanto,
nenhuma destas metodologias é preconizada por nenhum comité internacional oficial.

Com isso, a producdo de ESBL em especies como Enterobacter spp. é subestimada
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(CHEONG et al., 2012) Neste estudo, avaliamos a producdo de ESBL nas amostras de
Enterobacter spp. pela mesma metodologia aplicada a E. coli e a K. pneumoniae. Os
resultados mostraram que houve uma baixa detec¢do da producdo dessa enzima, tanto
pelo TSDD como pelo Etest. No trabalho de Tzelepi e colaboradores (2000), no qual se
avaliava a producdo de ESBL em amostras de Enterobacter spp., das 31 amostras
consideradas produtoras de ESBL pela focalizagdo isoelétrica (IEF), em apenas 16%
(5/31) foi detectada pelo TSDD. Isso mostra a necessidade de mais pesquisas para se
detectar ESBL em bactérias produtoras de AmpC, para que se tenha um teste confiavel
e com uma boa reprodutibilidade, como alternativa para os laboratérios.

A deteccdo dos genes que conferem resisténcia aos carbapenémicos
utilizando métodos moleculares € considerada padrdo ouro; porém, esse tipo de
metodologia quase esta restrito aos laboratorios de referéncia e centros de pesquisa. O
Teste de Hodge Modificado (THM) é um método fenotipico que vem sendo bastante
utilizado nos altimos anos, principalmente devido a sua alta sensibilidade (95-100%)
em detectar enterobactérias produtoras de carbapenemase da classe A de Ambler, além
de ser uma metodologia com padronizacdo ja definida pelo CLSI (QUEENAN; BUSH,
2007; MIRIAGOU et al.,2010; BIRGY et al., 2012; CLSI, 2014).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através
da nota técnica N°01/2013, sugere a utilizacdo dos blogueadores enzimaticos para
deteccdo de carbapenemases, como o acido fenilbordnico para serino-carbapenemases e
0 EDTA para as metalo-betalactamases. Essa indicacdo se deve a algumas pesquisas
que mostraram uma baixa sensibilidade (50%) do THM em detectar amostras
produtoras de metalo-betalactamases, como a enzima NDM (GIRLICH et al., 2011;
ANVISA-NT01/2013).

No presente trabalho, THM apresentou positividade de 100%, quando
comparado com os resultados da pesquisa molecular para o gene blakpc. O trabalho de
Birgy e colaboradores (2012) corrobora os nossos dados, tendo os autores encontrado
uma positividade de 95% (21/22) na pesquisa de carbapenemase pelo mesmo método.
Em outro trabalho realizado no sul da Espanha, 44 amostras de K. pneumoniae
produtoras de KPC-3 apresentaram 0 THM positivo (LOPEZ-CERERO et al., 2014).

Em um estudo realizado em S&o Paulo avaliando 1521 amostras de
enterobactérias resistentes ao ertapenem, 30% foram positivas para pesquisa do gene
blakpc € 35,5% foram positivas no THM. As amostras consideradas positivas pelo THM

foram, novamente, selecionadas em THM “verdadeiramente positivo” (maior distor¢éo
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do halo) e THM inconclusivo (pouca distorcdo do halo). As amostras com THM
verdadeiramente positivo apresentaram 98% de especificidade e 100% de sensibilidade
em relacdo a pesquisa molecular (CURY et al., 2012).

Alguns autores discordam em relacéo a eficacia do THM, relatando que ha
uma dificuldade de interpretacao do teste e que resultados falso-positivos podem ocorrer
em espécies produtoras de ESBL ou AmpC com perdas de porinas (CARVALHAES et
al., 2009; PARESTERAN et al., 2010). Entretanto, muitos estudos analisam grupos
bacterianos  distintos, como o0s ndo-fermentadores, e detectam diferentes
carbapenemases (GIRLICH et al., 2011). Em nosso estudo, o THM foi utilizado para
enterobactérias que foram produtoras de KPC, o que pode explicar o alto nivel de
positividade.

A deteccdo de amostras produtoras de p-lactamase do tipo AmpC €
considerada critica em estudos epidemioldgicos, ndo existindo ainda critérios aprovados
para a confirmacdo fenotipica da presenca de AmpC em enterobactérias (SASIREKHA,;
SHIVAKUMAR, 2012; EUCAST, 2013; CLSI, 2014). Embora a cefoxitina seja usada
em alguns testes de deteccdo de AmpC, a susceptibilidade reduzida a essa droga € um
indicador sensivel, mas ndo € especifico da produgdo de p-lactamases da Classe C, pois
a resisténcia de enterobactérias a cefoxitina pode ser dada por alteracdes na
permeabilidade da membrana externa (MOLAND et al., 2008; TENOVER et al., 2009).

Em relacdo a investigacdo da producdo de AmpC cromossomal induzivel
através da técnica do disco de aproximacao, todas as amostras pesquisadas apresentaram
resultado negativo. Uma das explicacdes, de acordo com Livermore e Brown (2005) é
que a distancia entre os discos pode alterar o resultado, dependendo da enzima
produzida pela bactéria a ser testada. Outros trabalhos mostram que a substitui¢cdo da
cefoxitina por outro indutor, como o imipenem, resultou em uma melhora consideravel
em relacédo a sensibilidade e especificidade do teste (TAN et al., 2009).

Em relacdo a pesquisa da presenca de AmpC plasmidial, aplicamos o teste
para as amostras de K. pneumoniae e E. coli que apresentaram resisténcia a cefoxitina.
Entretanto, apo6s andlise dos resultados, retiramos as amostras que apresentaram
pesquisa molecular positiva para blakpc. Isso foi devido ao fato de que o acido
fenilbordnico também é considerado um inibidor da enzima KPC; com isso, as amostras
produtoras desta enzima poderiam gerar um resultado falso-positivo para a pesquisa
fenotipica de AmpC plasmidial (COUDRON, 2005; PITOUT et al., 2009; WILLEMS
et al., 2013). Neste teste, apenas uma amostra de E. coli, se mostrou produtora de
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AmpC por esta metodologia. No estudo de Meyer e Picoli (2011), no qual avaliaram a
producdo de AmpC em amostras de K. pneumoniae, pelo teste do disco de cefoxitina
combinado com AFB, a frequéncia de amostras produtoras foi de 22,4%.

O bloqueio enziméatico com AFB tém sido utilizado em laboratorios de
microbiologia clinica, para a pesquisa de AmpC plasmidial, particularmente em E. coli
e K. pneumoniae (TENOVER, et al., 2009; PITOUT et al., 2009); entretanto, o
conhecimento da especificidade e sensibilidade desse teste € importante na interpretacéo
dos resultados.

A resisténcia a antimicrobianos € uma preocupacao constante, pois afeta
grandemente a salde publica, sendo sua réapida deteccdo em laboratérios clinicos
essencial para o reconhecimento de clones multirresistentes. De um modo geral, 0s
métodos fenotipicos sdo uma alternativa simples e de baixo custo para serem
padronizados, principalmente, na rotina de pequenos laboratérios clinicos. Dai a

importancia em se pesquisar e avaliar a eficacia e a confiabilidade destes testes.

6.3 Detecgdo genotipica de B-lactamases

A reacdo em cadeia da polimerase é uma técnica de referéncia para deteccao
dos diferentes genes que codificam as B-lactamases (PITOUT; LAUPLAND, 2008;
FALAGAS; KARAGEORGOPOULQOS, 2009). A expressio de ESBL pode ser
codificada por diversos genes, sendo blatem, blasyy € blactx-m 0s mais frequentemente
detectados (BUSH, 2010; BUSH, 2013).

Durante a Gltima década de 90, as ESBL do tipo TEM e SHV eram as
enzimas dominantes, relacionadas principalmente a surtos nosocomiais causados por K.
pneumoniae (PATERSON; BONOMO, 2005). No entanto, no século 21, a
disseminagdo mundial de E. coli produtora de CTX-M tem sido alarmante, mostrando
uma mudanca na epidemiologia das ESBL, principalmente devido ao reconhecimento
de varios clones e elementos genéticos que carreiam esses genes (CHONG et al., 2011;
DALLENE et al., 2010).

No Brasil, a maior preocupacdo inclui as altas taxas de resisténcia
encontradas em K. pneumoniae e E. coli, embora as ESBL estejam amplamente
disseminadas entre os membros da familia Enterobacteriaceae e sejam descritas como
enzimas do tipo TEM, SHV, CTX-M, VEB, BES e GES em diferentes Estados.
Contudo, as enzimas dos grupos CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9 tém sido relatadas
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como as mais prevalentes em territorio brasileiro (SILVA; LINCOPAN, 2012). Neste
estudo mostramos que a enzima mais detectada foi TEM, seguida de SHV. Ja CTX-M
apresentou menor prevaléncia nas amostras avaliadas, ndo corroborando, assim, oS
dados acima.

Estudo realizado em Portugal mostrou que, das 124 enterobactérias
resistentes a cefalosporinas de terceira geracao, 86,3% eram produtoras de ESBL, sendo
o tipo CTX-M o mais prevalente (66,1%), enquanto 41,1% expressavam a enzima TEM
(JONES-DIAS et al., 2013). No trabalho de Fernandes e colaboradores (2014) foi
realizada a caracterizacdo molecular de ESBL provenientes de enterobactérias
recuperadas de diversos espécimes clinicos e blatem foi 0 gene mais prevalente, sendo
identificado em 40,9% das amostras, seguido por blactx-m (37,3%) e blaspy (23,3%). A
prevaléncia de blatgm no nosso estudo (presente em 61,3% das amostras) corroborou 0s
dados desta pesquisa.

No presente trabalho, foi possivel observar a co-existéncia de genes
codificadores de B-lactamases em varias amostras bacterianas, especialmente entre as de
K. pneumoniae. Isso pode ser explicado pelo fato de alguns genes de B-lactamases
pertencerem a um mesmo grupo de plasmideos, além de contribuir para a compreensao
da rapida disseminacdo desses genes no ambiente nosocomial (POIREL;
NORDMANN, 2012).

De acordo com a literatura, a grande maioria das enzimas SHV sdo ESBL,
exceto SHV-1 e SHV-11, e a maioria das linhagens de K. pneumoniae albergam em seu
cromossomo o gene blasyy.1 (HERITAGE et al., 1999). Entdo, a alta frequéncia do gene
blasyy em amostras de K. pneumoniae (70%) em nosso trabalho corrobora os dados da
literatura; entretanto, somente através do sequenciamento desses genes sera possivel
dizer se sdo, realmente, codificadores de ESBL, visto que 98% das amostras carreadoras
de blaspyy também albergavam outro gene de 3-lactamases.

Dentre as amostras de Enterobacter spp. também foram observados
elevados niveis de deteccdo de genes codificadores de ESBLs e carbapenemases. A
maioria das amostras albergava o gene blargwm, que, no género Enterobacter, apresenta
localizagéo plasmidial (POIREL et al., 2012). No trabalho de Nogueira e colaboradores
(2014), foi apresentada uma variacdo do tipo de CTX-M de acordo com a espécie
bacteriana avaliada. Houve um predominio de CTX-M-2 em amostras de E. cloacae,
enquanto em amostras de E. aerogenes foi detectada apenas CTX-M-59. Nossos

resultados, nos quais o tipo de CTX-M pode ser mais prevalente em uma determinada
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espéecie do que em outra, corroboram estes dados da literatura. No presente estudo, o
gene blactx-m foi detectado somente nas amostras de E. aerogenes.

No estudo de Souna et al.,, (2014), 42 amostras de E. cloacae foram
recuperadas de diversos tipos de infecgdes nosocomiais, a fim de se determinar a
prevaléncia e o perfil genotipico das ESBL. Todas as amostras foram positivas para
blatem, 27 carrearam 0s genes blarem e blactx-m € apenas trés espécies carreavam
blatem € blasyy. Em nosso trabalho também foi mostrada uma baixa frequéncia do gene
blasyy nesta espécie.

O gene codificador de p-lactamase mais detectado em todas as amostras
avaliadas no presente estudo, foi o blatgm €, a co-existéncia de blargm e blacTx-m esteve
presente nos trés grupos bacterianos. Em E. coli, este fato foi observado em 30% das
amostras avaliadas. Estudos ja mostraram que a presenca da enzima TEM é
frequentemente encontrada em amostras clinicas que expressam CTX-M (SALVERDA
et al., 2010). Em um estudo de vigilancia realizado na Suécia entre 2001-2006, as
enzimas CTX-M e TEM foram detectadas em 92% e 63% das amostras de E. coli,
respectivamente e, em 62% dessas amostras, ocorreu a co-existéncia de TEM e CTX-M
(FANG et al., 2008). Lina e colaboradores (2014) analisaram a presenca de genes de [3-
lactamases em amostras de E. coli em diferentes hospitais em Bangladesh (2003-2007)
e observaram que, das 40 amostras produtoras de ESBL, todas albergavam o0s genes
blacrx-m-1 € blacTx-m-15; além disso, 33 amostras tambem carreavam blatgm.

A producdo de carbapenemases em enterobactérias tem se tornado endémica
em muitas regides do mundo, especialmente entre as amostras de K. pneumoniae. A
emergéncia de KPC tem se tornado um desafiado as terapias antimicrobianas
(MIRIAGOU et al.,, 2010; TUON et al., 2012). Infecches da corrente sanguinea
causadas por K. pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC) tém sido associadas
com altas taxas de mortalidade (ZARKOTOQOU et al., 2011). Neste estudo verificamos
que a quase totalidade das amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC apresentavam
fendtipo de multirresisténcia. De acordo com a literatura, bactérias produtoras de KPC
sdo, frequentemente, resistentes a outras classes de antimicrobianos, tais como
fluoroquinolonas, aminoglicosideos e tetraciclinas (BUSH, 2010). Foi possivel observar
também que a deteccdo de blakpc estava mais associada as K. pneumoniae isoladas de
pacientes nos CTIs. Em um estudo de vigilancia realizado em quatro hospitais do
Brooklyn, Nova lorque, em 2004, foi verificada a ocorréncia de isolamento de K.

pneumoniae produtora de KPC em 35 a 40% dos pacientes internados em CTIs, sendo,
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também, observadas elevadas taxas de mortalidade associada as estes pacientes (BUSH,
2010).

Estudo brasileiro do programa Bacterial Nosocomial Infection Resistance
Surveillance, realizado em 11 hospitais, em cinco diferentes estados do Pais, com o
objetivo de avaliar a relacdo clonal entre as amostras, verificou que das 57 amostras de
K. pneumoniae produtoras de KPC-2, também albergavam alguns genes de [3-
lactamases. Os genes blactx-m, blasyy, € blatem foram detectados em 74%, 91% e 67%
das amostras isoladas, respectivamente (SEKI et al., 2011). Nosso trabalho, que
mostrou a co-existéncia do gene blakpc com outros genes de ESBL nas amostras de K.
pneumoniae e Enterobacter spp. (31,7% e 18,5%, respectivamente), corrobora esses
dados.

A investigacdo da presenca de genes determinantes da producdo de AmpC
plasmidial pela técnica de PCR no presente estudo, ndo identificou nenhum destes genes
procurados (CMY, DHA e FOX). Como estes sdo 0s mais comumente descritos na
literatura, consideramos que a resisténcia a cefoxitina nas amostras avaliadas, possa ser
decorrente de outros mecanismos de resisténcia, como a producdo de carbapenemases
associada a perda de porinas (POIREL; PITOUT; NORDMANN, 2007; THOMSON,
2010). Entretanto, este foi apenas um estudo preliminar. Oportunamente, a resisténcia a
cefoxitina apresentada pelas amostras clinicas neste trabalho poderd ser objeto de
estudo, considerando a importancia deste mecanismo no contexto da resisténcia aos
antimicrobianos (PITOUT et al., 2009). A padronizacdo da técnica de PCR, com a
inclusdo de outros iniciadores especificos e o estudo do perfil de porinas na membrana
externa, também sera necessaria.

Neste estudo mostramos uma amostra de E. coli com producdo de AmpC
confirmada por metodologia fenotipica e genotipica, para 0 gene blaampc. Entretanto,
somente com os resultados destes ensaios ndo foi possivel concluir a origem desta
enzima. Estudos de sequenciamento serdo necessarios para confirmar se a E. coli
(amostra 105), albergava o gene blaampc €M Seu cromossomo ou se este se encontrava

inserido em um plasmidio.
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6.4 Similaridade Genética

A genotipagem pelo ERIC-PCR se baseia na analise de sequéncias
cromossomais repetidas, sendo usada para a caracterizacdo clonal de diferentes espécies
e estudo da relacdo genética entre amostras (COSTA et al., 2006). Segundo Silbert e
colaboradores (2004) é uma metodologia reprodutivel e com poder discriminatorio
semelhante ao gerado pelo PFGE, considerada como padrdo-ouro para estudos de
tipagem molecular.

No presente estudo, foram empregados, com sucesso, ensaios de ERIC-PCR
para a amplificacdo e caracterizacdo do perfil genético das amostras de K. pneumoniae,
E. coli, E. aerogenes e E. cloacae, embora trés amostras ndo foram amplificadas por
essa metodologia.

Dentre as amostras de K. pneumoniae avaliadas, observou-se que varias
delas apresentavam o gene blakpc, € estas estavam distribuidas em diferentes setores
hospitalares. Dentre elas vale-se citar a relacdo entre as amostras de nimero 15 e 10 (do
Hospital A, carreando os genes blasyy e blakpc, oriundas dos setores, enfermaria e CTI,
respectivamente); as de nimero 34 e 35 (carreando blasyy e blakpc, provenientes do
CTI do hospital A) as de nimero 53 e 54 (do hospital B, carreando blakpc, provenientes
da mesma enfermaria); 37, 40 e 57 (do hospital B, carreadoras dos genes blargm, blasyy,
e blakpc oriundas de diferentes enfermarias e CTI). Esses dados sdo sugestivos de
disseminacdo clonal.

Outro agrupamento que se destacou dentre as amostras de K. pneumoniae
que seria sugestivo da disseminacdo clonal na mesma instituicdo hospitalar, é referente
as amostras 42, 52, 43, 47 e 50, que pertencem ao um mesmo cluster, apresentam uma
similaridade de 100%, albergam o gene blakpc (exceto a amostra 42), tiveram origem
em diversos setores do hospital B e foram isoladas em diferentes meses dos anos de
2013 e 2014. Os dados apontam para a persisténcia de um mesmo clone bacteriano
multiresistente ao longo deste ano em estudo.

No contexto da multirresisténcia, 0 aumento do nimero de enterobactérias
produtoras de carbapenemase é bastante preocupante, devido ao fato de que os
carbapenémicos representam a ultima linha de antimicrobianos que ainda sdo realmente
efetivos para tratamento de diversas infeccbes provocadas por enterobactérias
(NORDMANN; CORNAGLIA, 2012).
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Assim como os microrganismos produtores de ESBL, os produtores de KPC
se disseminaram rapidamente pelo mundo. A presenga de plasmideos carreando genes
de carbapenemases e B-lactamases de espectro estendido é a principal responsavel pelo
fenotipo de multirresisténcia entre as enterobactérias (WALSH, 2010).

No trabalho de Fernandes e colaboradores (2014), desenvolvido no norte de
Portugal, foi utilizada a mesma técnica de ERIC-PCR para analisar a similaridade
existente entre amostras de enterobactérias produtoras de [-lactamases, tendo sido
observado um alto grau de diversidade genética entre as amostras. As amostras de E.
coli foram agrupadas em 10 clusters distintos, enquanto K. pneumoniae se agrupou em
cinco. Estas andlises detectaram relagcdes filogenéticas distintas entre as diferentes
amostras das enterobactérias avaliadas.

No presente estudo foi possivel observar que entre as amostras de E. coli
houve a formacdo de 3 agrupamentos distintos e todos com um alto indice de
similaridade. A co-existéncia dos genes blatem € blactx-m foi comum no cluster 1.
Também foi possivel destacar a presenca da amostra 105 carreando blaampc €
apresentando um perfil de similaridade de 90% com a amostra 104, que albergava o
gene blactx-m.

Os plasmideos contendo blaampc S&0, em geral, transferiveis e contém
outros genes de resisténcia associados (JACOBY, 2009; THOMSON, 2010). A
presenca de microrganismos carreando genes de ESBL e AmpC, vai limitar as opcoes
terapéuticas, visto que estas amostras sao geralmente resistentes a praticamente todos o0s
antimicrobianos B-lactamicos, exceto cefepime e carbapenémicos. Essas amostras séo
uma grande preocupagdo em IRAS, exigindo um constante monitoramento em estudos
de vigilancia (SOUNA et al., 2014)

Para as andlises filogenéticas em E. coli produtoras de ESBL isoladas de
animais utilizados para alimentagdo, Kar e colaboradores (2014) utilizaram as técnicas
de ERIC-PCR e Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Através das analises
geradas pelo ERIC-PCR em 18 amostras de E. coli foi possivel encontrar fragmentos de
diferentes tamanhos, variando de 104 a 3222 pb, distribuidos em 4 clusters de acordo
com o padrdo de banda apresentado. Os autores puderam concluir pela eficiéncia de
ambas as tecnicas (ERIC e RAPD) para diferenciacdo das amostras de E. coli
produtoras de ESBL e que essas tinham origem em uma unica linhagem.

As andlises feitas com as amostras de Enterobacter spp., no presente

trabalho mostraram uma provavel disseminacdo de populagdes clonais circulando em
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instituicbes hospitalares diferentes. As amostras de E. cloacae de numero 76 e 72,
provenientes dos hospitais C e E, respectivamente, apresentaram padrdes de bandas
idénticos (100% de similaridade) e presenca do gene blatgm na amostra 76. Outro
exemplo sugestivo deste tipo de disseminacdo foi observado com as amostras de E.
aerogenes de numero 80, 81, 85 e 79. Os dados indicam circulacdo de clones carreando
blatem € blactx.w entre os hospitais B e D. E interessante destacar que o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos apresentado por essas amostras eram idénticos.
Essa relacdo sugere que a disseminacdo destas amostras entre esses hospitais possa ter
ocorrido por diferentes vias, como os profissionais da area da saude e a transferéncia de
pacientes inter-hospitalar.

O género Enterobacter tem grande relevancia nos processos infecciosos
nosocomiais. O uso crescente de cefalosporinas de terceira geracdo vem contribuindo
para aumentar a prevaléncia de estirpes resistentes. E um desafio para os médicos e
microbiologistas reconhecer padrdes de susceptibilidade indicativo da presenca de p-
lactamases, principalmente nas amostras de Enterobacter spp..
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7. SINTESE DE RESULTADOS E CONCLUSOES

e A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos [-lactamicos, avaliada através de
sistema automatizado, mostrou que sdo altos os indices de resisténcia em
Enterobacter spp. e E. coli, assim como entre as amostras de K. pneumoniae.
Também foi possivel observar altos niveis de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos como fluorogquinolonas e aminoglicosideos.

e Os resultados obtidos com os dois testes utilizados para a pesquisa de ESBL
apresentaram resultados similares para 0 TSDD e Etest. O THM mostrou um étimo
desempenho para com as amostras de K. pneumoniae, comparando-se com 0S
resultados da PCR. As metodologias testadas para pesquisa de AmpC apresentaram
uma baixa sensibilidade, sugerindo que mais estudos seriam necessarios para
aperfeicoamento das técnicas.

e Pelo menos um dos genes codificadores de ESBL (blargm, blasny, blactx-m) foi
detectado em quase 80% das amostras estudadas.

e A presenga do gene blakpc foi detectada em, praticamente, metade das amostras de
K. pneumoniae. Indices significativos também foram encontrados nas amostras de
Enterobacter spp.

e O gene blaampc, codificador de cefalosporinases, foi detectado em apenas uma

amostra de E. coli.

» Os resultados do presente estudo enfatizam a necessidade de cuidado especial
com os altos os indices de resisténcia em Enterobacter spp. e E. coli e, mais
preocupante, ainda, com relagdo a K. pneumoniae, tanto com relacdo aos
antimicrobianos B-lactamicos, como outras classes de antimicrobianos, como

fluoroquinolonas e aminoglicosideos.

» Os resultados do presente estudo permitem sugerir que algumas populacdes
clonais idénticas estejam circulando entre os Hospitais em estudo. A
possibilidade de que este fenémeno se deva a disseminagdo por profissionais da
area de salde e por transferéncia de pacientes entre os hospitais reforca a
necessidade de atencdo especial no manuseio e monitoramento dos pacientes, e
rigoroso suporte das comissbes de controle de infeccdo, em especial na

prevencédo
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APENDICE IA
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Dados referentes aos setores de origem e perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de Klebsiella pneumoniae (n=51)
recuperadas de hemoculturas de pacientes internados em Hospitais de Belo Horizonte

Cédigo SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
da Hospital Setor ERT MER IMP AMI GEN cp
Amostra RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT

10 CTI 4 R 1 S <=1 S 4 S <=1 S >=4 R
11 CTI 4 R 1 S <=1 S 4 S <=1 S >=4 R
12 CTI >=8 R 1 S 1 R* 8 S <=1 S >=4 R
13 ENF 4 R 1 S <=1 S 4 S <=1 S >=4 R
14 CTI >=8 R 1 S 2 | 4 S <=1 S >=4 R
15 ENF >=8 R 1 S 2 | 8 S <=1 S >=4 R
19 sp ENF >=8 R 4 R 2 [ <=2 S >=16 R >=4 R
20 CTI <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R >=4 R
30 CTI <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R >=4 R
31 CTI 4 R 1 S <=1 S 4 S <=1 S >=4 R
32 CTI 4 R 1 S <=1 S 4 S <=1 S >=4 R
33 CTI >=8 R >=16 R >=16 R 16 S <=1 S >=4 R
34 CTI 4 R 1 S <=1 S 4 S <=1 S >=4 R
35 CTI 4 R 1 S <=1 S 4 S <=1 S >=4 R
25 CTI <=0.5 S <=0.25 S <=1 S 16 S >=16 R >=4 R
26 sc ENF <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R >=4 R
27 CTl 4 R 1 S <=1 S 4 S <=1 S >=4 R
28 BERCARIO <=0.5 S <=0.25 S <=1 S 16 S >=16 R 1 S
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29 ENF <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R >=4 R
16 SALA DE URGENCIA | <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R >=4 R
18 CTI >=8 R 1 S 1 R* 16 S >=16 R 1 S
17 Joo XXIll Tl 4 R 1 S <=1 S <=2 S <=1 S >=4 R
36 ENF <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S <=1 S <=0.25 S
37 ENF 72Norte <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R >=4 R
38 ENF 8 2 Sul <=0.5 S <=0.25 S <=1 S 8 S >=16 R 1 S
39 PA <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S 8 S >=16 R <=0.25 S
40 ENF 42 QOeste <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S >=16 R >=4 R
41 ENF 72 Leste <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S 16 S >=16 R 0.5 S
42 ENF 102 Sul <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S 4 S >=16 R >=4 R
43 PA 4 R >=16 R >=16 R <=2 S <=1 S >=4 R
44 ENF 42 Andar <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S >=16 R <=0.25 S
45 CTI- Pediatrico <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S <=1 S <=0.25 S
46 HC ENF 72 Leste >=8 R >=16 R >=16 R 16 S <=1 S >=4 R
a7 CTI-Adulto 4 R >=16 R >=16 R <=2 S <=1 S >=4 R
48 ENF 102 Norte <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S >=16 R 1 S
49 CTI-Adulto <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S 4 S >=16 R >=4 R
50 ENF 4 R >=16 R >=16 R 4 S <=1 S >=4 R
51 ENF 22 Sul >=8 R >=16 R >=16 R 16 S <=1 S <=0.25 S
52 PA 4 R >=16 R >=16 R <=2 S <=1 S >=4 R
53 ENF 72 Norte >=8 R >=16 R >=16 R 16 S <=1 S >=4 R
54 ENF 72 Norte >=8 R >=16 R >=16 R 16 S <=1 S >=4 R
55 ENF 22 Sul <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S >=16 R 1 S
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56 CTI - Adulto <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S 8 S >=16 R >=4 R
57 CTl - NEO 4 R >=16 R >=16 R <=2 S >=16 R >=4 R
58 ENF 22 Sul >=8 R >=16 R >=16 R 16 S <=1 S >=4 R
59 PA <=0.5 S >=16 R >=16 R 16 S <=1 S <=0.25 S
Unidade
60 Coronariana 4 R >=16 R 0.5 S 8 S <=1 S <=0.25 S
Continuagao
Codigo SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
. r:jstr Hospital Setor coL TIG CFO CTX/CRO CAZ CPM

a RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT
10 CTI <=0.5 S 2 I 8 R* 4 R 16 R <=1 S
11 CTl <=0.5 S 2 I 16 I >=64 R 16 R 8 R
12 CTl <=0.5 S 2 I 16 I >=64 R 16 R 64 R
13 ENF <=0.5 S 2 I 16 I >=64 R 16 R >=64 R
14 CTl <=0.5 S 1 S 16 I >=64 R 16 R >=64 R
15 ENF <=0.5 S 1 S 16 R >=64 R 16 R >=64 R
19 sp ENF <=0.5 S 2 I >=64 R >=64 R >=64 R >=64 R
20 CTI <=0.5 S 2 I <=4 S >=64 R >=64 R 16 R
30 CTI <=0.5 S <=0.5 S <=4 S >=64 R >=64 R 16 R
31 CTl <=0.5 S 2 I 16 I >=64 R 16 R 8 R
32 CTl <=0.5 S 1 S 8 R* 2 I 16 R <=1 S
33 CTI >=16 R 2 [ 64 R >=64 R 16 R >=64 R
34 CTI <=0.5 S 2 [ 16 [ >=64 R 16 R >=64 R
35 CTI <=0.5 S 1 S R* 4 R 16 R <=1 S
25 SC CTI <=0.5 S 2 | S >=64 R 4 I 16 R
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ENF <=0.5 S 1 S <=4 S >=64 R >=64 R 16
CTI <=0.5 S 2 | 16 | >=64 R 16 R 8 R
BERCARIO <=0.5 S 2 | <=4 S 32 R 4 | |
ENF <=0.5 S 1 S <=4 S >=64 R >=64 R 16 R
S. URGENCIA <=0.5 S 2 | <=4 S >=64 R >=64 R 16 R
CTI <=0.5 S 2 | >=64 R >=64 R 32 R >=64 R
Joso XXIll CTl <=0.5 S 2 | 8 S >=64 R 16 R >=64 R
ENF <=0.5 S 2 | <=4 S 8 R 2 | 2 |
ENF 72 Norte <=0.5 S 1 S <=4 S >=64 R >=64 R 2 |
ENF 8 2 Sul <=0.5 S 1 S <=4 S >=64 R >=64 R >=64 R
PA >=16 R 2 | <=4 S >=64 R 4 | 2 |
ENF 42 QOeste <=0.5 S 1 S <=4 S >=64 R >=64 R >=64 R
ENF 72 Leste >=16 R 2 | <=4 S >=64 R 16 R 32 R
ENF 102 Sul >=16 R 2 | <=4 S >=64 R >=64 R >=64 R
PA <=0.5 S 2 | 32 R 8 R 16 R |
ENF 42 Andar >=16 R 1 S <=4 S >=64 R 16 R |
CTI- Pediatrico <=0.5 S <=0.5 S <=4 S 16 R <=1 S 2 |
HC ENF 72 Leste >=16 R 4 R >=64 R >=64 R >=64 R >=64 R
CTI-Adulto <=0.5 S 2 | 16 | >=64 R >=64 R 32 R
102 Norte <=0.5 S 1 S <=4 S 32 R 4 | 2 |
CTI-Adulto >=16 R 2 | 8 S >=64 R >=64 R >=64 R
ENF <=0.5 S 4 R 16 | >=64 R >=64 R 8 R
ENF 22 Sul 4 R <=0.5 S >=64 R >=64 R 16 R >=64 R
PA <=0.5 S 4 R 16 | >= 64 R >= 64 R 16 R
ENF 72 Norte >=16 R 2 | 16 | 16 R 16 R [
ENF 72 Norte >=16 R 2 | 16 | 16 R 16 R 2 [
ENF 22 Sul <=0.5 S <=0.5 S <=4 S >= 64 R 4 [ [
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56 CTI - Adulto <=0.5 S 2 I <=4 S 16 R 4 I 2 I
57 CTl - NEO <=0.5 S 1 S <=4 S >= 64 R >= 64 R >= 64 R
58 ENF 22 Sul <=0.5 S 4 R >=64 R >= 64 R >= 64 R >= 64 R
59 PA <=0.5 S <=0.5 S <=4 S 4 R <=1 S <=1 S
60 Unid. Coronadriana <=0.5 S <=0.5 S <=4 S >=64 R 4 [ 2 [

RES: resultado; INT: interpretagdo; S: sensivel; I: intermedidrio; R: resistente; SP: SEMPER; HC: Hospital das Clinicas; SC: Santa Casa de Misericordia; ENF: enfermaria; CTI:
centro de tratamento intensivo; PA: pronto atendimento; ERT: ertapenem; MER: meropenem; IMP: imipenem; AMI: amicacina; GEN: gentamicina; CIP: ciprofloxacina; COL:
colistina; TIG: tigeciclina; CFO: cefoxitina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; CPM: cefepime.

*Modificado pelo sistema AES VITEK®2



Dados referentes aos setores de origem e perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de Enterobacter spp. (n=27)

APENDICE IB

recuperadas de hemoculturas de pacientes internados em Hospitais de Belo Horizonte
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Cdédigo da

SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Amostra Hospital Setor ERT MER IMP AMI GEN cIp
RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT
70 SP ENF <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R 0.5 S
71 Jogio XXIIl uTQ <=0.5 S <=0.25 S <=1 S 4 S 8 I >=4 R
72 CTI <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S <=1 S <=0.25 S
73 CTI <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R <=0.25 S
74 ENF 1 I <=0.25 S <=1 S 16 S >=16 R <=0.25 S
75 CTI <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R <=0.25 S
76 sC ENF <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R 1 S
77 ENF 4 R <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R >=4 R
78 ENF <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R >=4 R
82 CO <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S 8 I <=0.25 S
83 PA 4 R <=0.25 S <=1 S >=64 R >=16 R >=4 R
80 OB ENF >=8 R 1 S <=1 S 16 S >=16 R >=4 R
81 CTI >=8 R 1 S <=1 S 16 S >=16 R >=4 R
84 ENF >=8 R 1 S <=1 S 16 S >=16 R >=4 R
85 ENF >=8 R 1 S <=1 S 16 S >=16 R >=4 R
86 HE ENF <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S <=1 S <=0.25 S
87 ENF 32 A >=8 R 8 R 4 R 16 S >=16 R >=4 R
88 ENF 32 A 1 I <=0.25 S <=1 S 16 S <=1 S 2 I
89 ENF <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S <=1 S <=0.25 S
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90 ENF 62Leste <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S 4 S >=16 R 1 S
91 CTI - Adulto >=8 R >=16 R >=16 R 16 S <=1 S <=0.25 S
92 CTI - Adulto >=8 R >=16 R >=16 R 16 S <=1 S <=0.25 S
93 ENF <=0.5 S <=0.25 S 0,5 S <=2 S >=16 R 1 S
94 ENF >=8 R >=16 R >=16 R 16 S <=1 S 2 [
95 ENF 72 Leste <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S <=1 S 1 S
96 ENF 102 Norte <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S >=16 R 1 S
Continuacao
Codigo da . SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
Amostra Hospital Setor coL TIG CFO CTX/CRO CAZ CPM
RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT

70 SP ENF <=0.5 S 1 S >=64 R >=64 R 16 R 4 [
71 Jodo XXIII utQ <=0.5 S 2 | >=64 R >=64 R 16 R 2 |
72 CTI <=0.5 S 1 S >=64 R >=64 R >=64 R <=1 S
73 CTI <=0.5 S <=0.5 S >=64 R >=64 R 4 I 2 [
74 ENF <=0.5 S 2 | >=64 R >=64 R >=64 R 2

75 CTI <=0.5 S <=0.5 S <=4 R* >=64 R 4 I 2 |
76 sc ENF <=0.5 S 1 S >=64 R >=64 R >=64 R 8 R
77 ENF <=0.5 S >=8 R >=64 R >=64 R >=64 R >=64 R
78 ENF <=0.5 S 1 S 8 R* >=64 R >=64 R 16 R
82 Cco <=0.5 S <=0.5 S >=64 R 8 R >=64 R <=1 S
83 PA <=0.5 S >=8 R >=64 R >=64 R >=64 R 16 R
80 OB ENF <=0.5 S 1 S >=64 R >=64 R 16 R >=64 R
81 CTI <=0.5 S 2 I >=64 R >=64 R 16 R >=64 R
84 HC ENF <=0.5 S 1 S >=64 R >=64 R 16 R 4 |
85 ENF <=0.5 S 1 S >=64 R >=64 R 16 R >=64 R
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86

87

88

89

20

91

92

93

94

95

96

ENF <=0.5 S 1 S >=64 R >=64 R >=64 R 2 |
ENF 39A <=0.5 S 2 I >=64 R >=64 R >=64 R >=64 R
ENF 3°A <=0.5 S 2 I >=64 R 8 R 16 R <=1 S

ENF <=0.5 S <=0.5 S >=64 R 8 R 16 R <=1 S

ENF 62Leste <=0.5 S 1 S >=64 R >=64 R 16 R 4 |
CTI - Adulto <=0.5 S <=0.5 S >=64 R >=64 R 16 R >=64 R
CTI - Adulto <=0.5 S <=0.5 S >=64 R >=64 R 16 R >=64 R

ENF <=0.5 S 2 I >=64 R >=64 R 16 R 2 |

ENF <=0.5 S 2 I >=64 R >=64 R >=64 R >=64 R

ENF 79 Leste <=0.5 S 2 I >=64 R 16 R >=64 R <=1 S
ENF 102 Norte <=0.5 S <=0.5 S >=64 R >=64 R 16 R 4 [

RES: resistente; INT: interpretagao; S: sensivel; I: intermediario; R: resistente; SP: SEMPER; HC: Hospital das Clinicas; SC: Santa Casa de Misericordia; ENF: enfermaria; CTI:
centro de tratamento intensivo; PA: pronto atendimento; UTQ: unidade de tratamento de queimados; CO: centro obstétrico; ERT: ertapenem; MER: meropenem; IMP:
imipenem; AMI: amicacina; GEN: gentamicina; CIP: ciprofloxacina; COL: colistina; TIG: tigeciclina; CFO: cefoxitina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; CPM:

cefepime.

*Modificado pelo sistema AES VITEK®2




APENDICE IC
Dados referentes aos setores de origem e perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de Escherichia coli (n=10) recuperadas
de hemoculturas de pacientes internados em Hospitais de Belo Horizonte
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Codigo SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
da Hospital Setor ERT MER IMP AMI GEN Cip
Amostra RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT
101 SC ENF <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R <=0.25 S
102 - ENF <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S <=1 S >=4 R
Jodo XXIII
103 CTI <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S >=16 R >=4 R
104 ENF 42 Oeste <=0.5 S <=0.25 S <=1 S <=2 S 4 S <=0.25 S
105 39 Sul <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S <=1 S >=4 R
106 29 Sul <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S <=1 S >=4 R
107 HC ENF <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S >=16 R <=0.25 S
108 ENF <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S >=16 R >=4 R
109 ENF 32 Leste <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S >=16 R >=4 R
110 ENF 32 Leste <=0.5 S <=0.25 S <=0.25 S <=2 S >=16 R >=4 R
Continuagao
Cédigo SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
da Hospital Setor coL TIG CFO CTX/CRO CAZ COoM
Amostra RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT RES INT
101 SC ENF <=0.5 S <=0.5 S <=4 S >=64 R 16 R 8 R
102 - ENF <=0.5 S <=0.5 S 8 S >=64 R 4 | 2 |
Joao XXIII

103 CTI <=0.5 S <=0.5 S 16 I >=64 R >=64 R 16 R
104 ENF 42 QOeste <=0.5 S <=0.5 S <=4 S >=64 R <=1 S 2 |
105 HC ENF 32 Sul <=0.5 S <=0.5 S 32 R >=64 R <=1 S 8 R
106 ENF 22 Sul <=0.5 S <=0.5 S <=4 S >=64 R <=1 S 2 [
107 ENF <=0.5 S <=0.5 S <=4 S >=64 R 16 R 8 R
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108

109

110

ENF <=0.5 <=0.5 <=4 16 4
ENF 32Leste <=0.5 <=0.5 <=4 16 4
ENF 32 Leste <=0.5 <=0.5 <=4 16 4

RES: resistente; INT: interpretacdo; S: sensivel; I: intermediario; R: resistente; SP: SEMPER; HC: Hospital das Clinicas; SC: Santa Casa de Misericérdia; ENF: enfermaria;CTI:
centro de tratamento intensivo; ERT: ertapenem; MER: meropenem; IMP: imipenem; AMI: amicacina; GEN: gentamicina; CIP: ciprofloxacina; COL: colistina; TIG: tigeciclina;

CFO: cefoxitina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; CPM: cefepime.



pacientes internados em Hospitais de Belo Horizonte

APENDICE ITA
Dados referentes aos testes fenotipicos e genotipicos para detecgao de B-lactamases em amostras de Klebsiella pneumoniae isoladas de hemoculturas de
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TESTE FENOTIPICO GENOTIPO bla
Amostra Setor ESBL Carbap. AmpC Genes - ESBL Carb:s:::nase Genes - AmpC Plasmidial f:;ec
TSDD ETEST AES/VITEK THM C:|C:)3+ blawey | blagyy | blacrx | blages | blagpcis | blaypm | blacwy.a | blagox | blapua blapmgc
10 cTI NEG NEG POS NEG - NEG POS NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
11 cTI NEG POS POS POS - POS POS NEG NEG POS NEG - - - -
12 cTl POS POS POS POS - NEG POS NEG NEG POS NEG - - - -
13 Outros POS ND POS POS - NEG POS NEG NEG POS NEG - - - -
14 cTl NEG ND POS POS - NEG POS NEG NEG POS NEG - - - -
15 Outros NEG ND POS POS - NEG POS NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
16 Outros POS POS POS NEG - POS POS NEG NEG NEG NEG - - - -
17 cTl POS POS POS NEG NEG NEG POS POS NEG NEG NEG - - - -
18 cTI NEG ND POS NEG NEG POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
19 Outros NEG ND POS NEG - POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
20 CTI POS POS POS NEG - NEG POS NEG NEG NEG NEG - - - -
21 Outros POS POS POS NEG - POS POS POS NEG NEG NEG - - - -
22 Outros POS POS POS NEG - POS POS NEG NEG NEG NEG - - - -
23 Outros POS POS POS NEG - POS POS NEG NEG NEG NEG - - - -
24 cTI POS POS POS NEG - POS POS POS NEG NEG NEG - - - -
25 cTI POS POS POS NEG - POS POS POS NEG NEG NEG - - - -
26 Outros POS ND POS NEG - POS POS POS NEG NEG NEG - - - -
27 cTI NEG POS POS POS - POS POS NEG NEG POS NEG - - - -
28 Outros POS POS POS NEG - NEG POS POS NEG NEG NEG - - - -
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29 Outros POS POS POS NEG - POS POS POS NEG NEG NEG - - - -
30 CTl POS POS POS NEG - POS POS NEG NEG NEG NEG - - - -
31 CTi NEG NEG POS POS - NEG POS NEG NEG POS NEG - - - -
32 CTl POS POS POS NEG NEG POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
33 CTl NEG ND NEG POS - POS POS NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
34 CTi POS POS POS POS - NEG POS NEG NEG POS NEG - - - -
35 CTi NEG NEG POS POS - NEG POS NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
36 Outros POS POS POS NEG - POS POS POS NEG NEG NEG - - - -
37 Outros POS POS POS NEG - POS POS NEG NEG NEG NEG - - - -
38 Outros POS POS POS NEG - POS POS NEG NEG NEG NEG - - - -
39 Outros POS POS POS NEG - POS POS POS NEG NEG NEG - - - -
40 Outros POS POS POS NEG - POS POS NEG NEG NEG NEG - - - -
41 Outros POS POS POS NEG - POS POS POS NEG NEG NEG - - - -
42 Outros POS POS POS NEG - POS POS NEG NEG NEG NEG - - -

43 Outros NEG NEG POS POS - NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
44 Outros POS POS POS NEG - POS POS NEG NEG NEG NEG - - - -
45 CTi POS POS POS NEG - POS NEG POS NEG NEG NEG - - - -
46 Outros NEG ND NEG POS - POS NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
47 CTi POS ND POS POS - NEG POS NEG NEG POS NEG - - - -
48 Outros POS POS POS NEG - POS NEG NEG NEG NEG NEG - - - -
49 CTi POS POS POS NEG - POS NEG NEG NEG NEG NEG - - - -
50 Outros POS ND POS POS - NEG NEG NEG NEG POS NEG - - - -
51 Outros NEG ND NEG POS - NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
52 Outros POS ND POS POS - NEG POS NEG NEG POS NEG - - - -
53 Outros NEG NEG NEG POS - NEG NEG NEG NEG POS NEG - - - -
54 Outros NEG NEG NEG POS - NEG NEG NEG NEG POS NEG - - - -
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55 Outros POS POS POS NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG - - - -
56 CTi POS POS POS NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG - - - -
57 CTi POS POS POS NEG POS NEG NEG NEG POS NEG - - - -
58 Outros NEG ND NEG POS POS NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
59 Outros NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG POS NEG - - - -
60 Outros POS POS POS NEG POS NEG NEG NEG POS NEG - - - -

TSDD: Teste do Sinergismo do Duplo Disco; THM: Teste de Hodge Modificado; CFO: cefoxitina; AFB: acido fenilbordnico; Carbap. (carbapenemase); CTI: centro de
tratamento intensivo; Outros: outros setores de internagdo hospitalar; POS: positivo; NEG: negativo.



hemoculturas de pacientes internados em Hospitais de Belo Horizonte

APENDICE IIB
Dados referentes aos testes fenotipicos e genotipicos para detecg¢ao de B-lactamases em amostras de Enterobacter spp. isoladas de

TESTE FENOTIPICO

GENOTIPO bla

Amostra Setor ESBL Carbap. AmpC GENES - ESBL GENES - CARBAPENEMASE
TSDD ETEST |AES/Vitek THM TDA blagm blagyy blacrx blages blaypci3 blaypm
70 Outros NEG POS NR NEG NEG POS NEG NEG NEG POS NEG
71 Outros NEG ND NR NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
72 CTi NEG ND NR NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
73 CTi NEG POS NR NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
74 Outros NEG ND NR NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
75 CTi NEG POS NR NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
76 Outros POS POS NR NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
77 Outros POS ND NR NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
78 Outros POS POS NR NEG NEG POS NEG POS NEG NEG NEG
79 CTl NEG ND NR NEG NEG POS NEG POS NEG NEG NEG
80 Outros NEG NEG NR NEG NEG POS NEG POS NEG NEG NEG
81 CTl NEG NEG NR NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG
82 Outros POS POS NR NEG NEG POS POS NEG NEG NEG NEG
83 Outros NEG ND NR NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
84 Outros POS POS NR NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
85 Outros NEG NEG NR NEG NEG POS NEG POS NEG NEG NEG
86 Outros NEG NEG NR NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
87 Outros POS ND NR NEG NEG POS NEG NEG NEG POS NEG
88 Outros NEG ND NR NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
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89 Outros NEG ND NR NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
920 Outros POS POS NR NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
91 CTl NEG ND NR POS NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG
92 CTi NEG ND NR POS NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG
93 Outros NEG ND NR NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
94 Outros NEG ND NR POS NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG
95 Outros NEG ND NR NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
96 Outros POS POS NR NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG

TSDD: Teste do Sinergismo do Duplo Disco; THM: Teste de Hodge Modificado; TDA: Teste do Disco de Aproximacdo; Carbap
de tratamento intensivo; Outros: outros setores de internagao hospitalar; POS: positivo; NEG: negativo.

. (carbapenemase); CTI: centro
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pacientes internados em Hospitais de Belo Horizonte

APENDICE IIC
Dados referentes aos testes fenotipicos e genotipicos para detec¢ao de B-lactamases em amostras de Escherichia coli isoladas de hemoculturas de
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TESTE FENOTIPICO

GENOTIPO bla

Amostra | Setor ESBL Carbap. AMPC GENES - ESBL CARBEIEEI\IIE:MASE G:ITAESSIV-IIIA;T;T.C f;:i
TSDD | ETEST \25_2{( THM TDA CAFS; blargy blagy blacry blages blaypcy.s | blaypm | blacuy.2 | blagox | blapus | blagmpce
101 Outros POS POS POS NEG NEG - POS NEG NEG NEG NEG NEG - - - -
102 Outros NEG NEG POS NEG NEG - POS NEG NEG NEG NEG NEG - - - -
103 CTI POS POS POS NEG NEG - NEG NEG POS NEG NEG NEG - - - -
104 Outros POS POS POS NEG NEG - NEG NEG POS NEG NEG NEG - - - -
105 Outros POS POS POS NEG NEG POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
106 Outros NEG POS POS NEG NEG - POS NEG NEG NEG NEG NEG - - - -
107 Outros POS POS POS NEG NEG - POS NEG NEG NEG NEG NEG - - - -
108 Outros POS POS POS NEG NEG - POS NEG POS NEG NEG NEG - - - -
109 Outros POS POS POS NEG NEG - POS NEG POS NEG NEG NEG - - - -
110 Outros POS POS POS NEG NEG - POS NEG POS NEG NEG NEG - - - -

TSDD: Teste do Sinergismo do Duplo Disco; THM: Teste de Hodge Modificado; Teste do Disco de Aproximagdo; CFO; cefoxitina; AFB: acido fenilbordnico; Carbap.
(carbapenemase); CTI: centro de tratamento intensivo; Outros: outros setores de internacdo hospitalar; POS: positivo; NEG: negativo.
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APENDICE III
Fotos da Reagao em Cadeia da Polimerase exemplificando algumas amostras
produtoras de genes bla.

PM C+H1 (C+2

Figura XX: Detec¢do do gene blaypc 1.3 nas amostras (12, 15, 33, 31) em gel de agarose. PM: marcador
molecular de 100 pb; C+1: fragmento de 892 pb caracterizando blaxpci.s; C+2: fragmento de 562 pb

caracterizando blacrx-m.

Figura XX: Deteccdo do gene blakpci3 nas amostras (34 e 35) e detec¢do do gene blactx.m nas amostras
(18, 25 e 19) em gel de agarose. PM: marcador molecular de 100 pb; C+1: controle positivo, fragmento
de 892 pb caracterizando blagpc;3; C+2: fragmento de 562 pb caracterizando blacrx.m; C-: controle

negativo.



123

PM C+ cC- 82 71 101 85 74

Figura XX: Deteccdo do gene blatgy nas amostras (80, 76, 82, 71, 101, 85, 74, 79 e 84) em gel de
agarose. PM: marcador molecular de 100 pb; C+: controle positivo, fragmento de 968 pb caracterizando
blargm; C-: controle negativo.
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Figura XX: Detec¢do do gene blagyy nas amostras (37, 40, 39) em gel de agarose. PM: marcador
molecular de 100 pb; C+: controle positivo, fragmento de 982 pb caracterizando blagyy; C-: controle
negativo.
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APENDICE IV
Fotos do gel de agarose utilizado para constru¢ao dos dendrogramas para as analises de
similaridade genética

Klebsiella pneumoniae




Escherichia coli
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Enterobacter cloacae
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APENDICE V
Quadro representativo dos antimicrobianos contidos na Carta AST-N105/AST-N239 -
Vitek® 2

Composigao da Carta AST/N105 - VITEK® 2 Compact

Antimicrobiano Cédigo Intervalo de CMI (ug/ml)
< 2
Amicacina AN 2 64
Ampicillina AM 2 32
Ampicillina/Sulbactam SAM 211 32/16
Aztreonam ATM 1 64
Cefalotina CF 2 64
Cefepime FEP 1 64
Cefotaxima CTX 1 64
Ceftriaxona CRO 1 64
Cefoxitina FOX 4 64
Ceftazidima CAZ 1 64
Ciprofloxacina CIP 0.25 4
Colistina CS 0.5 16
Ertapenem ETP 0.5 8
ESBL ESB NEG POS
Gentamicina GM 1 16
Imipenem IPM 1 16
Meropenem MEM 0.25 16
Piperacillina/Tazobactam TZP 4 128
Tigeciclina TGC 0.55 8
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APENDICE VI

LABORATORIOS ENVOLVIDOS E COLABORADORES

Laboratdrio de Microbiologia Oral e Anaerdbios, Departamento de Microbiologia,

Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais.

Prof. Luiz de Macédo Farias
Profa. Paula Prazeres Magalhées
Profa. Sueli Diniz Lima

Laboratdrio de Genética de Microrganismos, Departamento de Genética, Instituto
de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais.

Profa. Andréa Maria Amaral Nascimento

Msc. Mariana de Paula Reis



