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RESUMO

Enterobactérias produtoras de P-lactamases de espectro estendido (ESBL) e Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) sdo reconhecidas mundialmente como importantes
problemas de resisténcia bacteriana nos hospitais. Neste estudo, foi avaliada a prevaléncia dos
genes codificadores de ESBL, bem como a epidemiologia molecular em isolados de
hemocultura, em enterobactérias coletadas entre Setembro de 2007 a Setembro de 2008, em
cinco hospitais localizados no Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Das 293 amostras coletadas,
121 foram -caracterizadas fenotipicamente como produtores de ESBL sendo a maior
prevaléncia de Klebsiella pneumoniae 63 (52,1%), Enterobacter cloacae 16 (13,2%),
Escherichia coli 14 (11,6%), Proteus mirabilis 11 (9,1%), Serratia marcescens 10 (8.3%),
Morganella morganii 2 (1.7%), Enterobacter aerogenes 1 (0,8%), Klebsiella oxytoca 1
(0,8%), Providencia stuartii 1 (0,8%), Citrobacter freundii 1 (0,8%), Serratia rubidaea 1
(0,8%). Entre as produtoras de ESBL, 11 amostras de K. pneumoniae ¢ 9 amostras de E.
cloacae mostraram resisténcia ou reducdo de susceptibilidade a pelo menos um dos
carbapenemas. A deteccdo por PCR dos genes de P-lactamase mostraram que 87,6%
produziram blacrxm, 65,3% blatem, 64,5% blasyy € 9,1% blaxpc. O gene do grupo CTX-M-1
foi predominante na maioria das espécies de enterobactérias, exceto para o P. mirabilis, onde
91% das amostras eram do gene do grupo CTX-M-2. Das amostras pertencentes ao grupo
CTX-M-1, 88% das K. pneumoniae ¢ 100% das E.coli foram determinadas como CTX-M-
15. A andlise do polimorfismo genético, por PFGE, demonstrou a dissemina¢do do gene
CTX-M-15 em 10 gendtipos para as amostras de K. pneumoniae ¢ de 3 genotipos para E.coli
em diversos hospitais no Rio de Janeiro. Entre as amostras produtoras de KPC, o dominante
geno6tipo (A), reportado como “Kp-RJ”, e pertencente a sequéncia tipo (ST) 437 que também
co-produziu o gene CTX-M-15. Em conclusdo, os resultados mostram a emergéncia do gene
CTX-M-15, que provavelmente foi adquirido por clones, que estdo circulando entre os
hospitais no Rio de Janeiro, incluindo os produtores de KPC, principalmente em amostras de
K. pneumoniae e de E.coli. Os dados deste estudo sdo relevantes para a Saude Publica, pois
permitem o conhecimento da epidemiologia molecular de outras espécies de enterobactérias
além das espécies K.pneumoniae e E.coli, que tém sido pouco descritas no Brasil, permitindo

assim reforcar o monitoramento e implementar medidas de controle.

Palavras-chave: Infec¢do de corrente sanguinea. Enterobacteriaceae. KPC. CTX-M-15.

PFGE. Brasil.



ABSTRACT

Extended spectrum [-lactamases (ESBL) and Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)
in enterobacteria are recognized worldwide as an important bacterial resistance problem in
hospital. In this study, was evaluated the prevalence of genes harboring ESBL and the
molecular epidemiology of the enterobacteria in blood isolates collected between September
2007 and September 2008 from five hospitals located in State of Rio de Janeiro, Brazil. Of the
293 isolates collected, 121 were characterized as ESBL producers, as follows: Klebsiella
pneumoniae 63 (52.1%), Enterobacter cloacae 16 (13.2%), Escherichia coli 14 (11.6%),
Proteus mirabilis 11 (9.1%), Serratia marcescens 10 (8.3%), Morganella morganii 2 (1.7%),
Klebsiella oxytoca 1 (0.8%), Providencia stuartii 1 (0.8%), Citrobacter freundii 1 (0.8%),
Serratia rubidaea 1 (0.8%). Among the ESBL producers, 11 isolates of K. pneumoniae and 9
isolates of E. cloacae showed resistance or reduced susceptibility to at least one carbapenem.
PCR detection of B-lactamase genes showed that 87.6% produced blacrx-m, 65.3% blarem,
64.5% blasnv, and 9.1% blakpec. The group CTX-M-1 was predominant in the major species,
except for the P. mirabilis, in which 91% of isolates harbored the group CTX-M-2. Of the
isolates belonging group CTX-M-1, 88% in K. pneumoniae and 100% in E. coli were
harbored the CTX-M-15 gene. The analysis of genetic polymorphism by PFGE demonstrated
the dissemination of the CTX-M-15 gene in 10 genotypes for K. pneumoniae and 3 genotypes
for E.coli in several hospitals in Rio de Janeiro. Among the KPC producers, the dominat
genotype A, reported as “Kp-RJ”, and belonging to sequence type 437, also co-produced the
CTX-M-15 gene. In conclusion, the results showed the emergence of the CTX-15 gene, that
probably has been acquired by circulating clones among hospitals in Rio de Janeiro, including
the KPC producers, mainly in K. pneumoniae and E.coli isolates. These findings are relevant
to public health because the molecular epidemiology of species of enterobacteria other than
E.coli and K.pneumoniae has been poorly described in Brazil and reinforce the need for an

increase in monitoring and implement control measures.

Key-words: Bloodstream infection. Enterobacteriaceae. KPC. CTX-M-15. PFGE. Brazil.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a resisténcia antimicrobiana tem aumentado rapidamente no
Brasil e no mundo, sendo considerada atualmente como um dos maiores problemas de Saude
Publica.

A grande utilizagdo de antimicrobianos de amplo espectro, principalmente em
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), tem contribuido, mundialmente, para a emergéncia de

bastonetes Gram negativos multirresistentes (LIVERMORE, 1995; SADER et al, 2004).

O aumento da taxa de resisténcia aos antimicrobianos entre patégenos hospitalares ¢
particularmente preocupante, pois aumenta a morbidade, mortalidade e o custo associado as
infeccoes hospitalares (LANDMAN et al, 2007; HAWKEY; JONES, 2009). Para controlar
esse crescimento, muitos programas de monitoramento t€ém sido descritos no Brasil e no
mundo (SADER, et al, 2004; CASTANHEIRA, et al, 2008a; CASTANHEIRA, et al, 2008b;
HAWSER, et al, 2009; BRASIL, 2009).

De acordo com dados publicados por Sader e colaboradores (2004), no dmbito do
programa de vigilancia SENTRY (Programa de monitoramento de patdgenos e resisténcia em
infeccdes hospitalares e adquiridas na comunidade), um dos principais problemas de
resisténcia aos antimicrobianos na América Latina, principalmente no Brasil, sdo os
bastonetes Gram negativos da familia Enterobacteriaceae produtores de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBLs).

Enterobactérias produtoras de ESBL sdo reconhecidas como importantes agentes
etiologicos de infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), responsaveis por
pneumonias e infecgdes do trato urindrio especialmente em pacientes criticos. Essas foram
capazes de se adaptarem as profundas modificagdes farmacoldgicas e tecnologicas ocorridas
nas ultimas trés décadas, sendo descritas em percentuais endémicos e epidémicos em
hospitais de todo o mundo (PODSCHUN; ULMANN, 1998; PFALLER et al, 2001;
WINOKUR et al, 2001; PATERSON, 2006; LANDMAN et al, 2007). Essa emergéncia de
bactérias Gram-negativas multirresistentes tem se agravado, apds o aparecimento de
enterobactérias resistentes aos carbapenemas, devido a presenca de uma carbapenemase do
tipo KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase). Diversos estudos foram descritos, desde
entdo, em varias partes do mundo como Grécia, Israel, Noruega, Inglaterrra, India, Franga,
Escocia, Suécia, Polonia, China, Colombia e Argentina. (YIGIT, et al, 2001; VILLEGAS, et
al, 2006; PASTERAN et al, 2008; QUALE, 2008; TSAKRIS et al, 2008; WOODFORD et al,
2008; BARANIAK, et al, 2009; SAMUELSEN, et al, 2009; KITCHEL, et al, 2009; SHEN et
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al, 2009), inclusive no Brasil (MONTEIRO et al, 2009; PEIRANO et al, 2009; PAVEZ;
MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009, SEKI et al, 2011, ANDRADE, et al, 2011).

Bactérias produtoras de ESBL e carbapenemase do tipo KPC tem se tornado entdo
uma preocupacdo, pois conferem resisténcia & maioria dos beta-lactamicos entre eles os
carbapenemas e muitas vezes estdo associadas a resisténcia para outras classes de
antimicrobianos, como aminoglicosideos e fluorquinolonas. Assim, o rapido reconhecimento
de amostras produtoras destas enzimas, no ambiente hospitalar ¢ importante para a sele¢do do
agente antimicrobiano adequado para o tratamento da infec¢do. Além disso, os genes que
codificam estas enzimas fazem parte de elementos genéticos modveis como, integrons,
transposons e plasmideos que podem ser disseminados horizontalmente entre diferentes
amostras, o que representa um risco epidemiolégico.

Um fato importante ¢ que apesar da utilidade dos testes convencionais de
susceptibilidade aos antimicrobianos na deteccdo de certos perfis de resisténcia e selegdao de
potenciais agentes terapéuticos, esses ndo sdo suficientemente sensiveis para a identificagdo
de amostras produtoras de ESBL e carbapenemase do tipo KPC. Logo, técnicas moleculares
sdo ferramentas fundamentais para a deteccdo e confirmacao dos genes responsaveis por estes
mecanismos (PODSCHUN; ULLMANN, 1998). Dessa forma, a caracterizacdo de genes de
resisténcia pela técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) vem sendo empregada
com sucesso (ARLET; PHILIPPON, 1991; SENDA et al, 1996; KIM et al, 2002; GALES et
al, 2003).

Além disso, estudos que estabelecam o grau de similaridade entre essas amostras
também sdo importantes, pois a determinacao de genotipos de resisténcia ajudam a elucidar os
mecanismos de resisténcia, a fim de entender se a resisténcia ¢ devido a transmissdo de genes
de resisténcia entre diferentes micro-organismos ou se ¢ devido a dissemina¢do de uma unica
amostra bacteriana. A identificacdo de sub-populagdes de organismos mutantes associadas a
altos niveis de resisténcia pode desencadear estratégias que previnam a sua disseminagdo e
melhorem a terapia como um todo (TOSIN; SILBERT; SADER, 2003). Além da deteccdo da
disseminac¢do do clone resistente dentro de um determinado hospital, a utilizagdo de métodos
de tipagem molecular, também permite a identificagio da disseminacdo por clones

epidémicos em diferentes hospitais (SILBERT et al, 2004).

Apesar de muitas pesquisas relatarem indices e mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos em diferentes paises e instituigdes, mostrando as tendéncias regionais e
globais, dados locais sdo essenciais para poder direcionar as intervencdes, a fim de conter os

problemas causados por micro-organismos multirresistentes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FAMILIA Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae envolve micro-organismos que estdo amplamente
distribuidos na natureza, sendo encontrados na dgua, no solo, nas plantas e na microbiota
normal do trato intestinal de seres humanos e animais. Os membros dessa familia sdo bacilos
Gram negativos, anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos, que medem 0,5 a 2p de
didmetro e 2 - 4 de comprimento, possuem motilidade peritriquia ou sdo imoveis, catalase
positiva e oxidase negativa. Caracterizam-se bioquimicamente, pela capacidade de reduzir
nitratos a nitritos, fermentar a glicose com produgao de gas ou acido e gas (KONEMAN et al,
2001).

A familia Enterobacteriaceae pertence ao Dominio: Bactéria, Divisdo: Proteobacteira,
Classe: Gammaproteobacteria e Ordem: Enterobacteriales, abrangendo um total de 51 géneros
e 279 espécies descritas (EUZEBY, 2010). Nesta familia, os géneros mais frequentemente
isolados sdo Escherichia spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp.,
Morganella spp., Providencia spp., Shigella spp. e Salmonella spp. Essas bactérias podem
estar associadas com infecgdes comunitarias e hospitalares, oportunistas ou ndo. No homem,
sdo capazes de causar doengas infecciosas como pneumonias, meningite, septicemia,

infeccdes do trato urinario e intestinal (KONEMAN et al, 2001).

A familia Enterobacteriaceae compreende 50% de todas as amostras bacterianas
hospitalares e 80% de todas as amostras bacterianas Gram-negativas de importancia médica.

(MURRAY et al, 2007).

Dados do Boletim Informativo da Rede Nacional de Monitoramento de Resisténcia
Microbiana em Servigos de Satde - Rede-RM, obtidos no periodo de julho de 2006 a junho
de 2008, onde foram monitoradas infecgdes primdrias da corrente sanguinea de pacientes
internados em UTIs, mostraram que as enterobactérias mais frequentemente isoladas foram a
Klebsiella pneumoniae (n=711, 13%), Enterobacter spp. (n=316, 6%) e Escherichia coli
(n=178, 3%) (BRASIL, 2009).

J& o estudo multicéntrico MYSTIC ( Meropenem Yearly Susceptibility Test
Information Collection), para os bacilos Gram negativos obtidos de pacientes internados em
UTlIs, indica que a K. pneumoniae (12,1%) ¢ o terceiro micro-organismo mais isolado,
seguido de E. coli (10,5%), Enterobacter cloacae (7, 9%), Serratia marcescens (5,6%) e

Proteus mirabilis (3,2%) (MENDES et al, 2005).
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Dados do SENTRY mostram que as variagdes na prevaléncia de amostras de
enterobactérias sdo mais elevadas na América Latina quando comparadas com outros paises.
Em amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL, a prevaléncia na América Latina foi de
45,4%, no Canada foi de 4,9%, nos Estados Unidos foi de 7,6%, e na Europa foi de 22,6%;
para E.coli foi de 8,5% na América Latina, 4,2% no Canada, 3,3% nos Estados Unidos e 5,3%
na Europa e para P. mirabilis foram de 22,4%, 3,1%, 4,9% e 11,1 %, respectivamente
(WINOKUR et al, 2001). No Brasil, este estudo mostrou uma elevada prevaléncia de
amostras produtoras de ESBL para K. pneumoniae de 50,3% e para E. coli de 9,1%
(SADER, et al, 2001).

A maioria dos dados sobre prevaléncia de ESBL ¢ referente as amostras de E. coli,
Klebsiella spp. e P. mirabilis, devido ao fato de existir uma padronizacdo do CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute ) para pesquisar esta enzima de resisténcia nestes micro-
organismos. Um estudo realizado no Brasil, em Curitiba encontrou 24% das amostras
bacterianas da Familia Enterobacteriaceae como produtoras de ESBL (NOGUEIRA et al,
2006). Este valor ¢ relativamente alto quando comparado com a prevaléncia de ESBL na
Familia Enterobacteriaceae em estudos envolvendo outras areas geograficas como na Franga,

em 1998, a prevaléncia foi de 3,2% e na Italia, em 2003, foi de 7,4% (LUZZARO et al, 2006).

2.2. RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIBIOTICOS

A resisténcia aos antibidticos, entre os varios géneros bacterianos, representa um
problema de satide publica mundial. Para alguns estudiosos, a situagdo atual caminha para o
que foi vivenciado na era pré-antibidtico, uma vez que o surgimento de novos recursos
terapéuticos ndo acompanha a evolu¢do dos mecanismos de resisténcia (SILVER, 2011;
SANDIUMENGE et al, 2006).

As bactérias podem desenvolver resisténcia basicamente por quatro mecanismos
diferentes, que podem estar sozinhos ou associados a outros mecanismos de resisténcia. Sao
eles: (i) producdo de enzimas (f-lactamases) que degradam ou inativam o antibidtico, (ii)
alteracdo da permeabilidade da membrana que impede ou dificulta a penetracao do antibiotico
na célula, (iii) hiperexpressdo de bombas de efluxo ao antibiotico e (iv) alteragdo do sitio alvo
do antibidtico através da proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs) (PATERSON, 2006;
RICE, 2006; TENOVER, 2006).

A resisténcia bacteriana aos antibioticos € um processo adaptativo que resulta de

alguns eventos, como, mutacdes em genes que passam a conferir resisténcia e transmissao
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vertical e horizontal de genes de resisténcia, eventos estes que contribuem para que bactérias
resistentes sejam selecionadas quando hd pressdo exercida pelo uso indiscriminado de
antibioticos. Em funcdo desses eventos, a emergéncia e disseminacdo de genes de resisténcia
aos antibidticos tornaram-se um problema tanto hospitalar, como na comunidade

(LIVERMORE; WOODFORD, 2006; RICE, 2006; SHAH, et al, 2004b).

A disseminac¢do de genes conferindo resisténcia aos antibidticos pode ocorrer entdo
por transmissdo vertical, quando uma bactéria se divide, e todo o seu genoma ¢ duplicado
originando uma nova célula idéntica ou por transmissdo horizontal, onde bactérias de mesma
espécie ou de espécies diferentes trocam genes de resisténcia por transferéncia de DNA
através de processos como, conjuga¢do, transdu¢do, transformacdo e transposi¢cdo. Na
transmissdo horizontal, varios elementos genéticos estdo associados com a mobilizagdo de
genes de resisténcia, como sequéncias de insercdo, integrons, transposons e plasmideos

(FROST et al, 2005; THOMAS; NIELSEN, 2005).

Mutagdo em genes que passam a conferir resisténcia aos antibidticos, a transmissao
horizontal de genes de resisténcia e a co-existéncia de genes que conferem resisténcia a
diversas classes de antibidticos em um mesmo elemento movel, possibilitam a sobrevivéncia
de bactérias multirresistentes (SHAH, et al, 2004b; LIVERMORE; WOODFORD, 2006;
RICE, 2006).

2.3. AS BETA-LACTAMASES

As beta-lactamases sdo enzimas que agem degradando o anel beta-lactamico,
inativando, assim, a a¢do de varios antibidticos pertencentes ao grupo dos beta-lactimicos
(BABIC; HUJER; BONOMO, 2006; LIVERMORE, 1995; SAMAHA- KFOURY; ARAJ,
2003; TURNER, 2005).

A primeira beta-lactamase mediada por genes cromossomicos foi relatada em E. coli,
em 1940 antes mesmo da liberacdo da penicilina para uso clinico. Assim, a penicilina foi
muito utilizada e logo emergiram as primeiras cepas de Staphylococcus aureus resistentes,
devido a produgdo de penicilinases (LIVERMORE, 2009). A medida que os antimicrobianos
beta-lactamicos foram sendo utilizados em maior escala na pratica clinica, novas f-lactamases
foram surgindo (BRADFORD, 2001; YIM; WANG; DAVIES, 2006; JACOBY, 2006).

Em plasmideo, a primeira f-lactamase foi descrita em 1965, também em uma cepa de
E.coli, sendo chamada de TEM -1 (ANDERSON; DATTA, 1965), pois foi isolada de

hemocultura de uma paciente na Grécia, cujo nome era Temoniera, dai o nome TEM
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(DATTA; KONTOMICHALQU, 1965). Poucos anos depois de sua descricdo, a f§ -lactamase
TEM-1 disseminou-se por todo o mundo e ja foi encontrada em outras enterobactérias, bem
como em Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus infuenzae e Neisseria gonorrhoea
(HEDGES; MATTHEW, 1979).

Muitas S -lactamases cromossomicas de algumas espécies comecaram a aparecer em
plasmideos de outras espécies bacterianas, como o SHV-l (variavel sulfidril) de K
pneumoniae, que pode estar presente também em E.coli, mostrando a grande capacidade de
mobilizacdo desses genes (DE CHAMPS et al, 1989). Com isso, a industria farmacéutica
passou a desenvolver novos antimicrobianos beta-lactdmicos, que ndo fossem inativados pelas
p -lactamases. Porém, o uso abusivo de novas geracdes de antibidticos beta-lactamicos foi
selecionado sucessivas geragdes de S -lactamases, cada qual com espectro de hidrolise mais

potente que a anterior (LIVERMORE; WOODFORD, 2006).

2.3.1. Resisténcia bacteriana aos antibioticos beta-lactamicos

A resisténcia bacteriana ao grupo dos beta-lactamicos ocorre por diversos
mecanismos, sendo a producdo de enzimas S -lactamases o de maior interesse em bactérias
Gram-negativas. Algumas f -lactamases possuem zinco no sitio ativo para realizar a reagao,

mas a maioria age pelo mecanismo via éster de serina, como representado na Figura 1.

Figura 1. Mecanismo de agdo das f-lactamases com serina no sitio ativo.
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Primeiramente, a enzima associa-se de forma nao covalente ao anel beta-lactamico do
antimicrobiano. Entdo, o radical hidroxila, livre do residuo de serina presente no sitio ativo da
enzima, ataca o anel beta-lactdmico, formando uma ligacdo covalente acil-éster. A hidrolise
do éster formado libera a enzima ativa e os antimicrobianos sdo hidrolisados ¢ inativados. No
caso das metalo-f-lactamases, o ataque ao anel beta-lactdmico ¢ feito pelo zinco presente no

sitio ativo da enzima (LIVERMORE, 1995).

As beta-lactamases sdo codificadas por genes chamados bla, que podem estar
presentes no cromossomo bacteriano ou em plasmideos. A expressdo dos genes bla pode ser
induzida pela presenca dos beta-lactamicos ou estar continuamente ativada. Assim, as beta-

lactamases podem estar presentes de forma induzivel ou constitutiva (LIVERMORE, 1995).

Atualmente, ja foram descritas mais de 890 beta-lactamases (LAHEY CLINICS,
2012) e para facilitar o estudo, vérios esquemas foram propostos para a classificacdo dessas
beta-lactamases. As primeiras classificagdes funcionais foram propostas por Jack e Richmond
em 1970 (JACK; RICHMOND, 1970) e expandidas por Richmond e Sykes em 1973
(RICHMOND; SYKES, 1973). Entretanto, as duas classificagdes mais utilizadas sdo as de
Ambler (AMBLER, 1980) e a de Bush, Jacob ¢ Medeiros (BUSH; JACOB; MEDEIROS,
1995). Essas classificagdes envolvem duas abordagens principais, uma distingue as enzimas
conforme suas preferéncias pelo substrato e de acordo com o perfil de inibicdo ao éacido
clavulanico ou acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e a outra pela estrutura molecular

da enzima.

A classificagdo molecular proposta por Ambler, em 1980, utilizou a homologia da
sequéncia de nucleotideos e aminoéacidos para agrupa-las em quatro classes, designadas A, B,
C e D (Quadrol)

Ja a classificacdo funcional proposta por Bush, em 1989 (BUSH, 1989a; b) e
atualizada por Bush, Jacoby e Medeiros em 1995 (BUSH; JACOB; MEDEIROS, 1995)
também divide as beta-lactamases em 4 grupos, denominados 1, 2, 3 e 4, possuindo
subgrupos, relacionando caracteristicas bioquimicas, enzimaticas e imunologicas. Essa
classificagdo foi recentemente atualizada por Bush e Jacoby em 2009 (BUSH; JACOB, 2010),
sendo a mais utilizada, mas com uma correlagdo entre as duas classificacdes anteriores

(Quadro 1).
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Bush e

Quadro 1. Correlacdo entre a classificacdo funcional das p-lactamases, segundo
Jacoby e Ambler.
Bush- Classe Substratos  Inibido Inibido  Caracteristicas Enzimas
Jacoby Molecular por AC/ por
Ambler TZB EDTA
(subclasses)

1 C CEF Nio Nio Hidrélise CEF>PEN.  AmpC, P99, ,
Hidrélise das CMY-2, FOX-1,
cefamicinas MIR-1

le C CEF Nao Nao Maior hidrélise de CMY-37
CAZ e outras AE-

CEF
2a A PEN Sim Nao Hidrolise de PC1
PEN>CEF
2b PEN; CEF Sim Nio Hidrélise CEF=PEN  TEM-1, TEM-2,
SHV-1 , TEM-90
2be AE-CEF, Sim Nao Maior hidrolise de ESBLs : CTX-M-
MBT AE-CEF e MBT 15, CTX-M-44,
PER-1, SFO-1,
SHV-5, TEM-10,
TEM-26,VEB-1
2br A PEN Nao Nao Resistente a AC, IRTs:TEM-30,
SUB, TZB TEM-76, TEM-
103,SHV-10,
SHV-26
2ber A AE-CEF, Nao Nao Maior hidrélise de TEM-50; TEM-68,
MBT AE-CEF e MBT. TEM-89
Resistente a AC,
SUB, TZB
2c A CAR Sim Nao Maior hidrélise de PSE-1, CARB-3
CAR
2d D CLX \'% Nao Maior hidrélise de OXA-1, OXA-10
CLX e OXA
2de D AE-CEF \% Nao Hidrolise de CLX, ESBLs:0OXA-11,
OXA ¢ AE-CEF OXA-15
2df D CAR A% Nio Hidrolise de CLX, OXA-23, 0XA-48
OXA ¢ CAR
2e A AE-CEF Sim Nio Hidrélise AE-CEF, CepA
mas nao MBT.
Inibido por AC
2f A CRB \% Nao Maior hidrélise de KPC-2,KPC-3,
CRB, AE-CEF ¢ IMI-1, SME-
cefamicinas 1,GES-2
3a B(B1) CRB Nio Sim Hidrolise de AE- IMP-1, VIM-1, L1,
B(B3) CEF e CRB, nio NDM-1
MBT
3b B(B2) CRB Nao Sim CRB CphA, Sth-1

Legenda: AE-CEF = cefalosporinas de amplo espectro; CRB = carbapenémicos; CAR = carbenicilina; CAZ =
ceftadizima; CEF = cefalosporinas; FEP = cefepima; CLX = cloxacilina; ESBLs= beta-lactamase de espectro
estendido;, MBT = monobactdmico; OXA = oxacilina; PEN = penicilinas; AC = 4cido clavulanico; TZB =

tazobactam; SUB = subactam; V= variavel.

AmpC= Ampicilinase da classe C de Ambler; CARB = carbenicilinase; CepA = cephalosporinase da classe A de
Ambler; CMY= ativo frente a cephamycins, CphA = Carbapenemase isolada em Aderomonas hydrophila; CTX-
M= cefotaximase isolada em Munich; FOX = ativo frente a cefoxitina; GES= Guiana-extended spectrum; IMI
= B-lactamaseque hidrolisa Imipenem; IMP= Activo frente a imipenem; IND = isolado de Chryseobacterium
indologenes; IRTs=inhibidor resistant TEM p-lactamase; KPC=K. pneumoniae carbapenemase; L-1 = Labile
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enzyme de Stenotrophomonas maltophilia; MIR= descoberto no Hospital Miriam; NDM= New Delhi metallo-f-
lactamase; OXA=Ativo frente a oxacilina; P99=isolado de Enterobacter cloacae amostra P99; PC1= isolado de
Staphylococcus aureus amostra PCI; PER=Pseudomonas extended resistant; PSE= Pseudomonas- specific
enzyme; Sth = Serratia fonticola carbapenem hydrolase; SFO=também isolada de Serratia fonticola;
SHV=Sulfhydryl reagent variable; SME=Serratia marcescens enzyme; TEM=Nome da paciente Temoneira,
VEB= Vietnam extended-spectrum pB-lactamase; VIM=Verona integron-borne metallo-f-lactamase.

Fonte: adaptado de BUSH e JACOBY (2010)

Na classificagdo de Bush e Jacoby (2010), o grupo 1 ¢ o grupo das cefalosporinases.
As enzimas desse grupo pertencem a classe molecular C e sdo codificadas nos cromossomos
de muitas enterobactérias e alguns outros micro-organismos. S30 mais ativas contra
cefalosporinas do que contra a benzilpenicilina, geralmente sdo resistentes a inibi¢do por
acido clavulanico e s3o ativas contra cefamicinas, como a cefoxitina. No subgrupo le estdo as
variantes com maior atividade contra ceftazidima e outros oximino-f-lactimicos como
resultado de mutagdes. Essas variantes foram denominadas [-lactamases de espectro-
estendido do tipo AmpC (ESAC) (BUSH; JACOBY, 2010).

No grupo 2 estdo classificadas as serina f-lactamases das classes moleculares A e D,
que representam o maior grupo de f-lactamases. O subgrupo 2a corresponde as penicilinases
com um espectro limitado de hidrélise, que sdo o tipo predominante em cocos Gram-
positivos. As penicilinases sdo inibidas por 4cido clavulanico e podem ser cromossomicas ou
codificadas em plasmideos. O subgrupo 2b corresponde as f-lactamases que hidrolisam
penicilinas e cefalosporinas, sdo fortemente inibidas por acido clavulanico e mediadas por
plasmideos. O subgrupo 2be compreende as ESBLs. Essas enzimas de amplo espectro
mantém a atividade contra as penicilinas e cefalosporinas do subgrupo 2b e, além disso,
hidrolisam um ou mais oximino-f-lactdmicos, como a ceftazidima, cefotaxima e aztreonam,
porém 0s micro-organismos permanecem sensiveis a inibi¢do por acido clavulanico, um

recurso usado na detecgdo por laboratorios de analises clinicas (BUSH; JACOBY, 2010).

A p-lactamase cromossomica de Klebsiella oxytoca, pertencente a classe A (blaoxy),
foi classificada no grupo 2be na classificagio de 1995 (BUSH; JACOBY; MEDEIROS,
1995), mas ndo foi incluida na classificagdo atual (BUSH; JACOBY, 2010). Essa B-
lactamase, primeiramente chamada de K1 ou KOXY, ¢ constitutivamente expressa em baixos
niveis, que conferem resisténcia a amino e carboxipenicilinas. Os micro-organismos
permanecem sensiveis a outros beta-lactamicos como cefalosporinas, monobactamicos e
combinagdes com inibidores de f-lactamases. No entanto, a hiperproducdo de OXY, que
geralmente ¢ devida a mutagdes na regido promotora do gene, confere resisténcia a todas as

penicilinas, combinagdes de penicilinas e acido clavulanico, cefalosporinas de espectro
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restrito, aztreonam e, ainda, sensibilidade reduzida a cefotaxima e ceftriaxona, sem afetar a
ceftazidima (FEVRE et al, 2005). O subgrupo 2br ¢ composto por S-lactamases de espectro
restrito, resistentes ao acido clavulanico e inibidores relacionados. O subgrupo 2ber sdo f-
lactamases de amplo espectro que adquiriram resisténcia aos inibidores (BABIC; HUJER;

BONOMO, 2006).

As enzimas do subgrupo 2c sdo caracterizadas por sua capacidade de hidrolisar
carbenicilina ou ticarcilina tdo rapidamente quanto benzilpenicilina, enquanto que a
cloxacilina ou oxacilina ¢ hidrolisada a taxas inferiores a metade da observada para
benzilpenicilina. Essas penicilinases sdo geralmente inibidas por &cido clavulanico ou
tazobactam. O subgrupo 2ce contém f-lactamases descritas recentemente, com a expansao de

atividade contra cefepime e cefpiroma (BUSH; JACOBY, 2010).

O subgrupo 2d inclui p-lactamases que possuem capacidade de hidrolisar a cloxacilina
ou oxacilina melhor que a benzilpenicilina e, portanto, sdo conhecidas como enzimas OXA.
No subgrupo 2de estdo as novas oxacilinases com um espectro estendido, que inclui oximino-
B-lactdmicos, mas ndo carbapenémicos. O novo subgrupo 2df de f-lactamases sdo enzimas
OXA que hidrolisam carbapenémicos e que foram divididas em nove grupos de acordo com a

homologia de aminoacidos (BUSH; JACOBY, 2010).

O subgrupo 2e corresponde as cefalosporinases que possuem a capacidade de
hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro e sdo inibidas por acido clavulanico e tazobactam.
A cefalosporinases cromossomicas induziveis, presentes em Proteae, pertencem a esse
subgrupo. Elas podem ser confundidas com o grupo AmpC ou com ESBLs, porque elas

podem ser encontradas nos mesmos micro-organismos e apresentar perfis de resisténcia

comparaveis (BUSH; JACOBY, 2010).

O subgrupo 2f representa carbapenemases da classe molecular A e os carbapenémicos
sdo os substratos distintivos. Essas enzimas podem ser melhor inibidas pelo tazobactam do

que pelo acido clavulanico (BUSH; JACOBY, 2010).

No grupo 3 estdo as metalo-f-lactamases (MpLs). Diferem estruturalmente da outras
[S-lactamases pela presenga de um ion de zinco no sitio ativo. As MpLs tém uma fraca
afinidade pelos monobactamicos e nao sdo inibidas pelo 4cido clavulanico ou tazobactam. Em
vez disso, eles sdo inibidos por quelantes de ions metalicos, tais como EDTA. Podem ser
subdivididos com base na estrutura em subclasses B1, B2 e B3, ou com base na fungdo em
subgrupos 3a, 3b e 3c. Devido a similaridade o grupo 3¢ foi incluido no 3a pelos autores da

classificagdo atual (BUSH; JACOBY, 2010).
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2.4. BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO ( ESBLs)

No inicio da década de 80, as cefalosporinas de 3" geragdo (oxiamino-cefalosporinas),
ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima e cefpodoxima, foram instituidas como alternativas
terapéuticas para infecg¢des graves, provocadas principalmente por bactérias Gram-negativas
produtoras de beta-lactamases de espectro restrito como TEM-1, TEM-2 e SHV -1. Estaveis a
hidrélise pelas beta-lactamases de espectro restrito, as cefalosporinas de 3* geragdo possuiam
um amplo espectro de atividade antibacteriana e eram menos nefrotoxicas quando comparadas

com aminoglicosideos e polimixinas (BRADFORD, 2001; PATERSON; BONOMO, 2005).

Devido a pressdo seletiva causada pelo intenso uso de cefalosporinas de terceira
geracdo, ndo surpreendentemente, a resisténcia a esses antibioticos emergiu rapidamente.
Mutagdes nos genes blargm-1, blarem € blaspy.;, que codificam as beta-lactamases de
espectro restrito TEM-1, TEM-2 e SHV-1, conferiram um espectro de hidrélise estendido,
codificando novas enzimas denominadas beta-lactamases de espectro estendido (ESBL, do

inglés, Extended Spectrum Beta-Lactamases).

Os primeiros isolados clinicos resistentes a cefotaxima foram a K. pneumoniae e a S.
marcescens expressando ESBL, identificados por Knothe, na Alemanha, em 1983 (KNOTHE
et al, 1983). A prevaléncia, assim como os tipos de ESBL, aumentou no decorrer dos anos.
Atualmente, o nimero de ESBLs caracterizadas ja passa de 300 (LAHEY CLINICS, 2012),
sendo que as pesquisas tém origem em mais de 30 paises do mundo, o que demonstra a ampla

distribuicao dessas enzimas (PATERSON; BONOMO, 2005; GNIADKOWSKI, 2008).

A maioria das ESBLs pertence a classe molecular A de Ambler (AMBLER, 1980) e
ao grupo 2be da classificagao funcional de Bush e Jacob (BUSH; JACOBY, 2010).

A produgdo de ESBL por enterobactérias ¢ o mecanismo de resisténcia mais comum
aos antibiodticos beta-lactamicos de amplo espectro. A ac¢do hidrolitica destas enzimas pode
conferir, clinicamente, resisténcia as penicilinas, cefalosporinas (incluindo as de amplo
espectro) e monobactdmicos, mas ndo as cefamicinas e aos carbapenemas (BUSH; JACOBY,
2010). Essas ESBLs sdao mediadas por genes plasmidiais ndo induziveis e sdo inibidas in vitro
pelos inibidores de p-lactamases, como 4acido clavulanico, sulbactam e tazobactam
(BRADFORD, 2001; PATERSON; BONOMO, 2005; RAMPHAL; AMBROSE, 2006).

A classificagdo das f-lactamases, com alto nivel de complexidade e subdivisdes
propostas pelos pesquisadores, tem tornado esse conhecimento inacessivel aos clinicos e aos
profissionais de controle de infeccdo hospitalar. Dessa forma, alguns pesquisadores tém

proposto uma nova classificacdo mais simples, para facilitar a compreensdo das diversas /-



29

lactamases de importancia clinica. Essa nova classificagdo propde a expansao da defini¢ao de
ESBL a outras fS-lactamases adquiridas com importancia clinica e com atividade frente as
cefalosporinas de amplo espectro e/ou carbapenémicos. Assim, as ESBLs classicas do grupo
A seriam classificadas como ESBL,, as f-lactamases do tipo AmpC e OXA seriam
classificadas como ESBL miscelaneas, ou seja, ESBLy. Por ultimo, as carbapenemases
seriam designadas ESBLcarsa. Os autores da nova classificagdo acreditam que essa
simplicacdo, encorajaria mais estudos e contribuiria na reducdo da disseminagdo dessas f-

lactamases (GISKE et al, 2009).

2.4.1. Tipos de ESBLs

As ESBLs “classicas” sdo enzimas transmitidas por plasmideos, como as familias
Temoniera (TEM), Sulfidril varidvel (SHV) e Oxacilina (OXA). Dentro destas “familias”,
estdo incluidas as duas primeiras variantes de f-lactamases identificadas. Embora essas
variantes ainda se mantenham nos dias atuais, houve uma grande expansdo no
desenvolvimento de outras ESBLs como a do tipo CTX-M, que ¢ atualmente a mais
amplamente distribuida em varias regides do mundo (LIVERMORE, 2008). Outras ESBLs
menos frequentes sdo as das familias PER, VEB, GES, TLA, BEL, BES e SFO). Essas
ESBLs, assim como o grupo CTX-M, ndo foram originadas de outras pf-lactamases ja
conhecidas, por mutagdes genéticas pontuais. Além disso, as ESBLs apresentam ampla
distribuigdo geografica.

Estas enzimas pertencem filogeneticamente a classe de f-lactamases denominadas
“Serina-f-Lactamases” que, juntamente com as “Metallo-f-Lactamases”, formam os dois
grandes grupos de enzimas que possuem a capacidade de degradar os antibidticos beta-
lactamicos (SHAH et al, 2004b).

A evolugdo das beta-lactamases de espectro estendido (Serina-proteases) € tao grande
que foi criado um “ web site” (LAHEY CLINICS, 2012), com o objetivo de tentar manter
uma ordem no que diz respeito & nomenclatura a ser utilizada nas novas descobertas. Para
caracterizar a descoberta de uma nova ESBL ¢ necessario descobrir alguma modificacao,
como muta¢do na regido promotora, sozinha e/ou em conjunto com uma substituicdo

nucleotidica, que funcionalmente deve ser “silenciosa” (DALMARCO et al, 2006).
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2.4.1.1. ESBL do tipo TEM

As ESBLs do tipo TEM sdo derivadas de TEM-1 e TEM-2. A mutagdo ocorrida nas
sequéncias de aminodcidos da enzima TEM-1, levou ao surgimento de muitas variantes e,
atualmente mais de 190 beta-lactamases do tipo TEM foram identificadas, sendo
aproximadamente 90 maioria definidas como ESBL. As outras variantes de TEM apresentam-
se como p-lactamases dos grupos 2b e 2br ou, ainda, resistentes a acdo de inibidores,
chamadas de IRTs (inhibitors resistant TEM) (LAHEY CLINICS, 2012). A primeira f-
lactamase do tipo TEM a expressar o fenotipo de ESBL foi a TEM-3, relatada em 1987. As
substitui¢des de aminoacidos sdo variadas, mas ocorrem em niimero limitado de posi¢des. As
combinagdes dessas trocas de aminoacidos resultam em varias alteragdes sutis nos fenotipos
das ESBLs, como a habilidade de hidrolisar oximino-cefalosporinas especificas, como
cefotaxima e ceftazidima, ou mudancas no ponto isoelétrico que varia entre 5,2 e 6,5
(BRADFORD, 2001; GNIDKOWSKI, 2008).

Apesar das p-lactamases do tipo TEM, serem encontradas com maior frequéncia em
E.coli e K.pneumoniae, também ja foram descritas em outras espécies da familia

Enterobacteriaceae. Além disso, também ja foram encontradas em P.aeruginosa.

(GALDBART et al, 2000; PAGANI et al, 2002; BERTRAND et al, 2003).
Surtos de amostras de K. pneumoniae produtoras de TEM, particularmente TEM-10 e
TEM-26, ja foram descritos nos Estados Unidos (PFALLER; SEGRETI, 2006).

Em Portugal, um estudo, em 3 hospitais, mostrou uma dissemina¢do de TEM-24 em

K. pneumoniae ¢ E. aerogenes (MACHADO et al, 2007).

2.4.1.2. ESBL do tipo SHV

O nome dessa enzima provém de um experimento em que a inibi¢do da atividade da
enzima pelo p-cloromercuriobenzoato variava de acordo com o substrato usado, sendo a
enzima chamada de sulfidril-varidvel. Porém, o experimento nunca foi confirmado com o
extrato purificado da enzima. O tipo SHV-1 ¢ o mais comum em K. pneumoniae, sendo o
principal responséavel pela resisténcia intrinseca a ampicilina nessa espécie (PATERSON;
BONOMO, 2005).

Atualmente o tipo SHV possui mais de 140 variantes, sendo aproximadamente 40 ja
definidas como ESBL. As muta¢des que originam as variantes ocorrem em poucas posicdes

nos genes estruturais (LAHEY CLINICS, 2012). Algumas substitui¢des sdo essenciais para a
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hidrolise de ceftazidima e outras para a hidrolise de cefotaxima (GNIADKOWSKI, 2008).

A maioria das enzimas do tipo SHV ¢ encontrada em cepas de K. pneumoniae. No
entanto, também pode ser encontradas em outras enterobactérias e também em P.aeruginosa

(BRADFORD, 2001; WU et al, 2003).

E relatado que os genes blasyy, em K. pneumoniae originaram-se a partir do
cromossomo desta espécie e s3o comuns em bactérias gram-negativas, espalhadas em todo o
mundo. Como as ESBLs do tipo SHV sdo resultantes de muta¢des pontuais no gene original,
ndo ¢ surpreendente que alguns fragmentos de DNA originados do cromossomo de K.

pneumoniae sejam encontrados nas proximidades dos genes blaspy (MIRIAGOU et al, 2005).

A maioria das f-lactamases SHV tem fenotipo de ESBL, com excessdo dos SHV-4,
SHV-10 e SHV-11 que possuem fenotipos de resisténcia aos inibidores das f-lactamases. Esta
enzima mantém parcialmente sua habilidade para hidrolisar as penicilinas, porém sua
atividade frente as cefalosporinas ¢ significativamente reduzida (BRADFORD, 2001;
HOWARD et al, 2002; STURENBURG; MACK, 2003).

Entre os tipos de SHV as variantes mais comuns sdao SHV-2, SHV-5 e SHV-12
(PATERSON et al, 2005, VILLEGAS et al, 2008), embora no Brasil ja tenha sido relatado o
SHV-27 (CORKILL et al, 2001), o SHV-4 (MENDES et al, 2004) e mais recentemente o
SHV-31 e 0 SHV-38 (TOLLENTINO et al, 2011).

2.4.1.3. ESBL do tipo CTX-M

Em 1989, na Alemanha, foi relatada uma amostra clinica de E.coli que produzia uma
nova ESBL, denominada CTX-M (hidrolisa a CefoTaXima e foi isolada na cidade de
Munique) que foi caracterizada pela maior capacidade de hidrolisar a cefotaxima, do que a
ceftazidima (MATSUMOTO et al, 1988). Rapidamente surgiram variantes dessas ESBLs com
esta caracteristica e que foram relatadas em varias partes do mundo, caracterizando uma
dissemina¢do pandémica dessas enzimas (BONNET, 2004; CANTON; COQUIE, 2006).

As enzimas da familia CTX-M hidrolisam cefalosporinas de amplo espectro como
caracteristica intrinseca da enzima e tem origem em genes cromossomicos do género
Kluyvera (HUMENIUK et al, 2002; POIREL; GNIADKOWSKI; NORDMANN, 2002).

Atualmente, a familia CTX-M ¢ formada por mais de 120 enzimas (LAHEY

CLINICS, 2012) que sdo agora endémicas em muitos paises, com emergéncia hospitalar e

comunitaria (LIVERMORE et al, 2007).
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As enzimas CTX-M podem ser subclassificadas com base em sua sequéncia de
aminoacidos. Estudos filogenéticos revelaram seis grupos maiores de enzimas CTX-M (os
membros de cada grupo mostram identidade > 94% entre si e < 90% entre os grupos), sendo o
nome de cada grupo definido de acordo com a primeira enzima descrita (BONNET, 2004;

ROSSOLINI; D'ANDREA; MUGNAIOLI, 2008) (Quadro 2).

Quadro 2. Grupos e subtipos das enzimas CTX-M, segundo Rossolini, D'Andrea e
Mugnaioli.

GRUPO SUBTIPOS

(origem)

Grupo CTX-M-1 CTX-M-1; CTX-M-3; CTX-M-10; CTX-M-11;
CTX-M-12; CTX-M-15; CTX-M-22; CTX-M-23;

(K. ascorbata) CTX-M-28; CTX-M-29; CTX-M-30; CTX-M-32;

CTX-M-33; CTX-M-34; CTX-M-36; CTX-M-37;
CTX-M-42; CTX-M-52; CTX-M-53; CTX-M-54;
CTX-M-55; CTX-M-57; CTX-M-58 ; CTX-M-60

e CTX-M-61

Grupo CTX-M-2 CTX-M-2; CTX-M-4; CTX-M-5; CTX-M-6; CTXM-7;
CTX-M-20; CTX-M-31; CTX-M-35; CTX-M-43 ¢

(K. ascorbata) CTX-M-44.

Grupo CTX-M-8 CTX-M-8; CTX-M-40 e CTX-M-63

(K. georgiana)

Grupo CTX-M-9 CTX-M-9; CTX-M-13; CTX-M-14; CTX-M-16;
CTX-M-17; CTX-M-18;CTX-M-19; CTX-M-21; CTX-M-

(K. georgiana) 24;CTX-M-27; CTX-M-38; CTX-M-46;CTX-M-47;

CTX-M-48; CTX-M-49; CTX-M-50; CTX-M-51;
CTX-M-55e CTX-M-65
Grupo CTX-M-25 CTX-M-25, CTX-M-26; CTX-M-39 e CTX-M-41

(Nao determinado)

Grupo CTX-M-45 CTX-M-45

(Nao determinado)

Fonte: ROSSOLINI; D'ANDREA; MUGNAIOLI (2008)

Genes codificadores das enzimas CTX-M tém sido encontrados em todas as
enterobactérias, principalmente em E. coli e K. pneumoniae, mas também ha relatos em
Acinetobacter baumannii, Vibrio cholerae e Aeromonas hydrophila (RADICE et al., 2002;
VILLEGAS et al., 2004; BONNET, 2004; CANTON & COQUE, 2006).

Bactérias produtoras de CTX-M tém sido relatadas em todo o mundo, porém a
disseminacio destas enzimas é mais observada na Europa, Asia e América do Sul. Fato

curioso, ¢ que nos Estados Unidos esta enzima ¢ relatada em casos esporadicos. Algumas
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enzimas apresentam-se difundidas em certos paises, como a CTX-M-9 e a CTX-M-14 na
Espanha, CTX-M-l na Itdlia e CTX-M-2 na Argentina e a CTX-M-15 encontra-se
disseminada por todo o mundo (RADICE et al.,, 2002; QUINTEROS et al., 2003;
VTLLEGAS et al., 2004; CANTON & COQUE, 2006).

No Brasil, uma grande variedade de CTX-M ja foi encontrada em diferentes espécies
de enterobactérias como a CTX-M-2 em P. mirabilis, a CTX-M-9 e CTX-M-16 em E. coli
(BONNET et al, 2001) e a CTX-M-8 em Citrobacter amalonatticus, E. cloacae e
Enterobacter aerogenes (BONNET et al., 2000b). Posteriormente, foram relatadas também
outras enzimas CTX-M no Brasil, como a CTX-M-3 (PEIRANO et al., 2010), a CTX-M-14
(CERGOLLA-NOVELLA et al., 2010), a CTX-M-15 (CERGOLLA-NOVELLA et al., 2010;
PEIRANO et al., 2011 e TOLLENTINO et al., 2011 ), a CTX-M-59 (GARCIA et al., 2008;
CLIMACO et al., 2010 e TOLLENTINO et al., 2011), a CTX-M-28 (LOPES et al., 2010) das
quais, a mais prevalente ¢ a CTX-M-2 (GARCIA et al., 2008, MINARINI et al., 2009;
CLIMACO et al., 2010; LOPES et al., 2010; PEIRANO et al., 2011 ¢ TOLLENTINO et al.,
2011).

2.4.1.4 Outros tipos de ESBL

Outras enzimas foram descritas menos frequentemente, como BES, PER, GES e VEB,
porém com importante acdo hidrolitica sob cefalosporinas de amplo espectro (BRADFORD,

2001; PATERSON; BONOMO, 2005; JACOB, 2006; LAHEY CLINICS, 2012).

BES possui 51 % de homologia com a penicilinase de Yersinia enterocolitica e 47 a
48 % de homnologia com as enzimas CTX-M. A enzima BES foi relatada em S. marcescens

no Brasil, fornecendo alto nivel de resisténcia ao aztreonam (BONNET et al, 2000a).

O grupo PER compreende as enzimas PER-1 a PER-7 (LAHEY CLINICS, 2012).
PER-I foi primeiramente relatada em P. aeruginosa e mais tarde em Salmonella spp. e
Acinetobacter spp. Na Turquia foi encontrada a producdo de PER-I, em 46 % das amostras
hospitalares de Acinetobacter spp. ¢ em 11 % de P. aeruginosa. Essa enzima tem sido
encontrada também em isolados de P. mirabilis e Alcaligenes faecalis na Itilia, em P.
aeruginosa na Franga, Italia e Bélgica e apresentando alta prevaléncia em Acinetobacter spp.,
na Coré¢ia. PER-2, que possui 86 % de homologia com PER-1 e foi relatada em Salmonella
spp., E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e V. cholerae 01 El Tor. PER-2 tem sido descrita na
América do Sul (BAUERNFEIND et al, 1996; PATERSON; BONOMO, 2005).
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A enzima GES-1 foi inicialmente identificada de uma amostra de K. pneumoniae em
1998 (POIREL et al, 2000). Esta f-lactamase foi caracterizada a partir de uma amostra
coletada de um paciente proveniente da Guiana Francesa, sendo denominada Guiana
Extended-Spectrum p-Lactamase (GES) (BRADFORD, 2001; PATERSON; BONOMO,
2005). Em 2001, uma nova variante de GES-1 foi relatada em P. aeruginosa na Africa do Sul,
a GES-2 que possuia uma unica alteracdo de aminoacido em relacdo a GES-1, no entanto,
essa alteragdo ampliou o espectro de atividade da enzima que mostrava atividade catalitica
frente ao imipenem, além das cefalosporinas de amplo espectro (PATERSON; BONOMO,
2005).

A enzimaVEB-1 foi primeiramente caracterizada em uma amostra de E. coli
proveniente de uma crianga transferida do Vietna para a Franca em 1999, onde recebeu o
nome de Vietnamese Extended-Spectrum [-Lactamase (VEB) (POIREL et al, 1999). VEB-I ja
foi encontrada em P. aeruginosa na Tailandia (BRADFORD, 2001; PATERSON; BONOMO,
2005; POIREL et al, 1999). Atualmente, ja foram descritas sete enzimas (VEB-1 a VEB-7)
(LAHEY CLINICS, 2012).

As OXA-ESBL, diferem das enzimas do tipo TEM e SHV, por pertencerem a familia
molecular D e grupo funcional 2d, que conferem resisténcia a ampicilina e cefalotina, tém alta
atividade hidrolitica contra oxacilina, cloxacilina e metilcilina e sdo fracamente inibidas pelo
acido clavulanico, sendo mais comumente encontradas em cepas de P. aeruginosa do que nas
enterobactérias. Apesar de poucos relatos sobre o isolamento destas enzimas, ndo se deve
esquecer que estas tém localizacdo plasmidial e/ou em transposons, o que permite sua ampla
distribui¢io (STURENBURG; MACK, 2003). Apesar das OXA-ESBLs possuirem sua
atividade negligenciada frente as oximino-cefalosporinas, algumas OXAs (OXA-10-11, -13, -
14, -16, -17, -18, -19, -32 e -45) tém variados graus de atividade contra as oximino-

cefalosporinas (HARADA; ISHIT; YAMAGUCHI, 2008).

2.5. CARBAPENEMASE

Os carbapenemas sdo muito utilizados como a droga de escolha para o tratamento de
infecgdes graves causadas por micro-organismos produtores de ESBL, e tiveram assim seu
consumo aumentado. A pressao seletiva fez surgir entdo, a resisténcia aos carbapenémicos
que embora ainda seja baixa em alguns locais, ja ¢ alarmante em outros. Nesse caso, os
principais mecanismos de resisténcia envolvidos sdo a produ¢do de carbapenemases como

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), oxacilinases (OXA), metalo-f-lactamases
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(MpL) ou, ainda, associagdo entre outras f-lactamases (ESBL ou AmpC) e a reducdo da

permeabilidade aos antimicrobianos (LIVERMORE, 2009), conforme o Quadro 3.

Quadro 3. Principais grupos de carbapenemases e seus perfis de hidrélise e inibi¢do, segundo
Queenam e Bush.

Perfil de Hidrolise Perfil de
Classe Grupo Enzima Inibi¢io
Molecular Funcional PEN CEF AE-CEF  MBT CRB EDTA AC
A 2f NMC + + + + + - +
IMI + + + + + - +
SME + + + + + - +
KPC + + + + + - +
GES + + + + + - +
B 3 IMP + + + - + + R
VIM + + + + +
GIM + + + - + + -
SPM + + + - + + -
D 2d OXA + + + - + - +

Legenda: CEF = cefalosporinas; AE-CEF = cefalosporinas de amplo espectro; PEN = penicilinas; MBT =
monobactamico; CRB = carbapenémicos; AC = acido clavulanico; (+) hidrolisa ou inibe ; (-) ndo hidrolisa e ndo
inibe;

GES= Guiana-extended spectrum; GIM= German imipenemase; IMI = -lactamase que hidrolisa_Imipenem,
IMP= Ativo frente ao imipenem; KPC=K pneumoniae carbapenemase; NMC = Not metallo enzyme
carbapenemase; OXA=Ativo frente a oxacilina; SPM= Sdo Paulo metallo- p-lactamase; SME=Serratia
marcescens enzyme; VIM=Verona integron-borne metallo-f-lactamase.

Fonte: QUEENAM; BUSH (2007).

Viérios tipos de carbapenemases podem ser encontradas em enterobactérias. Para facilitar o
estudo, pode-se dividi-las em serina-carbapenemases, que correspondem as classes A e D de

Ambler, e metalo-f-lactamases que correspondem a classe B (QUEENAN; BUSH, 2007).

As familias de serina-carbapenemases de classe A dos tipos SME, IMI e NMC
correspondem as carbapenemases com localizagdo cromossomica e que fornecem um perfil de
resisténcia para os carbapenémicos, mas estranhamente as cepas microbianas permanecem
sensiveis as cefalosporinas. Estes mecanismos, apesar de raros tém sido descritos em amostras
de S. marcescens (SME) e de E. cloacae (IMI ¢ NMC) (RASMUSSEN et al, 1996;
POTTUMARTHY et al, 2003; QUEENAN et al, 2006). Sua baixa prevaléncia esta
relacionada com sua localizagdo, sem apresentar nenhuma associacdo com elementos

genéticos moveis (QUEENAN; BUSH, 2007).
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Outro tipo de serina-carbapenemase de classe A, ¢ a do tipo GES que contém vinte
enzimas descritas, onde a maioria possui alguma atividade para os carbapenémicos, com
excessdo da GES-1, onde a atividade da carbapenemase ¢ dificilmente reconhecivel, sendo
frequentemente considerada como ESBL. Essas f-lactamases tém sido relatada de forma
esporadica, principalmente em P. aeruginosa, no entanto, em 2005 na Coréia foi descrita uma
amostra de K. pneumoniae produtora de GES-5 (JEONG et al, 2005; WALTHER-
RASMUSSEN; HOIBY, 2007). No Brasil, GES-5 foi detectada em K. pneumoniae em Sao
Paulo, em 2008 (PICAO et al, 2010).

As carbapenemases do tipo OXA (classe D) sdo mais comuns em bactérias nao
fermentadoras da glicose, especialmente o 4. baumannii, e sdo fracamente inibidas por acido
clavulanico, tendo menor importdncia em enterobactérias (WALTHER- RASMUSSEN;
HOIBY, 2007; GULMEZ et al, 2008). Entretanto, uma OXA-carbapenemase denominada
OXA-48 ja foi identificada em K. pneumoniae na Turquia em 2001 (POIREL et al, 2004) e na
Bélgica (CARRER et al, 2008; CUZON et al, 2008).

A familia de metalo-f-lactamases ndo sdo inibidas por acido clavulanico, mas por
quelantes do zinco como o EDTA. Tém sido descritas em enterobactérias, porém com baixa
frequéncia. Sdo importantes em bactérias ndo fermentadoras da glicose, podendo ser
intrinsecas (Stenotrophomonas maltophilia) ou adquiridas (P. aeruginosa). As principais

familias sao IMP, VIM, GIM, SIM, SPM e NDM (QUEENAN; BUSH, 2007).

No Brasil, as metalo- - lactamases do tipo IMP, VIM e SPM tém sido relatadas com
frequéncia em amostras clinicas de P. aeruginosa (CAMARGO et al, 2011; FRANCO et al,
2010), mas em amostras de enterobactérias foram relatadas apenas em K. pneumoniae e

Providencia rettgeri abrigando a enzima IMP-1 (LINCONPAN et al, 2006).

Esta Gltima, a NDM, inicialmente detectada em Nova Delhi na India, de onde se originou
o nome da enzima “New Delhi metallo-f-lactamase”, ja foi detectada em diversos paises
como Paquistdo, Inglaterra, Australia, Japdo, Canadd, Estados Unidos, Guatemala e também
na Europa (PAHO/WHO, 2011), mas ainda ndo foi encontrada no Brasil. A emergéncia da
enzima NDM se deve ao fato dessa ter sido identificada em varios géneros de enterobactérias,

além de bactérias Gram negativas ndo-fermentadoras da glicose apresentando co-resisténcia

com outras carbapenemases como OXA (-23 e -48), KPC ¢ IMP (KUMARASAMY;
KALYANASUNDARAM, 2010; CHEN et al, 2011).
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2.5.1. Carbapenemase do tipo KPC

As enzimas KPC sao serina-carbapenemases pertencentes a Classe A de Ambler e ao
subgrupo 2f de Bush, Jacoby e Medeiros. Sao inibidas por acido clavulanico e tazobactam e,
possuem a habilidade de hidrolisar uma grande variedade de beta-lactamicos como
cefalosporinas, penicilinas, aztreonam e carbapenémicos. Diferenciam-se das demais
carbapenemases do grupo 2f por apresentarem a capacidade de hidrolisar cefalosporinas
aminotiazoleoxima (cefotaxima) além dos demais compostos ja citados e por serem de origem

plasmidial (QUEENAN; BUSH, 2007).

O primeiro membro da familia KPC, KPC-1, foi isolado de uma Klebsiella
pneumoniae  resistente aos carbapenémicos nos Estados ~ Unidos em
1996 (YIGIT et al., 2001). A descoberta de KPC-1 foi rapidamente seguida por vérios relatos
nos Estados Unidos de uma variante, que possuia um aminoacido diferente (Ser (174)-7Gly),
denominada KPC-2, que depois descobriram se tratar da mesma enzima. A enzima KPC ja foi
documentada em diferentes bactérias por meio de estudos moleculares e diferenciada em

KPC-1 a 12 (DIENSTMANN et al, 2010; LAHEY CLINICS, 2012).

Ap6s a rapida expansdo de KPC na costa leste dos Estados Unidos, a detec¢do da
enzima foi documentada em vdrios outros paises, como China (WEI et al, 2007), Israel
(NAVON-VENEZIA et al, 2006), Colombia (VILLEGAS et al, 2006), Reino Unido
(WOODFORD et al, 2008) e Brasil (MONTEIRO et al., 2009). Ja foi detectada em outras
enterobactérias como C. freundii e Enterobacter spp. (MARCHAIM et al, 2008), E. coli
(D’ALINCOURT et al, 2010) e também em P. aeruginosa (VILLEGAS et al, 2007).

No Brasil, as primeiras amostras produtoras de KPC foram isoladas no Recife, em
2006 (MONTEIRO et al, 2009). Foram isoladas também no Rio de Janeiro em 2007 e 2008
(PEIRANO et al, 2009). Ainda no ano de 2008, trés outros grupos reportaram a ocorréncia de
K. pneumoniae produtoras de KPC-2, em S3o Paulo e no Rio de Janeiro (PAVEZ;
MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009). Atualmente, sabe-se que a KPC estd disseminada por
todo Brasil (SEKI et al, 2011; ANDRADE et al, 2011) e a Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) publicou recomendagdes quanto ao método de deteccdo e notificacao

dos casos (BRASIL, 2010).
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2.6. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DAS ESBLs

As cepas produtoras de ESBLs disseminaram-se rapidamente pelo mundo e, quando se
estabeleceram em uma regido, passaram a ser o mecanismo de resisténcia prevalente. A
frequéncia, assim como o tipo predominante, variaram de regido para regido, € mesmo entre
instituicdes da mesma regido (PATERSON; BONOMO, 2005).

A América do Norte apresenta os menores indices mundiais, sendo a prevaléncia no
Canadd menor do que nos Estados Unidos da América (BUSH, 2008). Dados do MYSTIC, de
2001 a 2004, mostraram que a prevaléncia variava de 2,4 a 4,4% em K. pneumoniae € menor

que 1,5% em E. coli (GOOSSENS; GRABEIN, 2005).

Outro trabalho realizado de 2001 a 2002 nos EUA encontrou indices um pouco
maiores, 11,3% em K. pneumoniae ¢ 2,6% em E. coli, porém, ainda menores que o0s
encontrados em outros locais (MOLAND et al, 2006). Nos EUA e Canad4, o tipo SHV ¢ o
mais frequente, seguido de alguns isolados do tipo TEM (BUSH, 2008).

A Europa apresenta prevaléncia de ESBL maior do que nos EUA e menor do que na
Asia e América do Sul, sendo que a prevaléncia varia muito entre os paises (CANTON et al,
2008). Em Portugal, um dos paises europeus com os mais altos indices de ESBL, uma
investigagdo mostrou que 39% das amostras bacterianas eram produtoras de ESBL
(MACHADO et al, 2007). Um estudo do MYSTIC de 2001 a 2004 encontrou ESBL em
10,8% em E. coli, 13,6% em K. pneumoniae ¢ menor que de 4% em Enterobacter spp., C.
freundii e P. mirabilis (GOOSSENS; GRABEIN, 2005). Outro trabalho evidenciou ESBL em
1,3% em E. coli, 18,4% em K. pneumoniae e 5,3% em P. mirabilis (NIJSSEN et al, 2004).
Um aumento na ocorréncia de ESBL tem sido descrito na Franga, Italia, Espanha, Bélgica e
Polonia (CANTON et al, 2008). Além disso, mudancas na epidemiologia das ESBLs vém
sendo reladas. A primeira mudanca diz respeito aos tipos de ESBLs prevalentes, que antes
eram TEM e SHV e agora ¢ a CTX-M. As outras ESBLs continuam raras e sdo encontradas
principalmente em P. aeruginosa e¢ A. baumannii. Outras mudangas incluem a elevada
frequéncia em infecgcdes adquiridas na comunidade e a prevaléncia em E. coli maior do que

em K. pneumoniae em alguns locais (LIVERMORE et al, 2007).

Na Asia, a frequéncia também varia entre os paises. Um estudo do SENTRY, de 1998
a 2002, encontrou 35,6% de K. pneumoniae produtora de ESBL em Singapura, 30,7% na
China, 10% no Japdo. J& a frequéncia de E. coli produtora de ESBL na China foi de 24,5%,
em Hong Kong de 14,3% e em Singapura de 11,3% (HIRAKATA et al, 2005). Os tipos de
ESBL predominantes foram CTX-M e SHV (HAWKEY, 2008).
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Nio existem muitos dados sobre ESBLs na Africa e na Australia. Um trabalho que
avaliou a regido do Pacifico relatou 10% de K. pneumoniae produtora de ESBL na Australia e

de 28,1% na Africa do Sul (HIRAKATA et al, 2005).

Na América do Sul encontra-se a maior prevaléncia do mundo. Dados do MYSTIC, de
1999, relatam prevaléncia de 45,4% — 51,9% em K. pneumoniae e de 8,5% - 18,1% em E. coli
(TURNER et al, 1999), havendo, assim como na Asia e Europa, variagdo entre os paises
(VILLEGAS et al, 2008). O tipo de ESBL mais frequente ¢ o tipo CTX-M, com poucos
isolados do tipo TEM e SHV. O tipo PER-2, predominante na America do Sul, é o segundo
tipo mais isolado na Argentina e tem sido encontrado com frequéncia no Uruguai, Chile e

Bolivia (VILLEGAS et al, 2008).

No Brasil, os dados sobre a prevaléncia de ESBL s3o escassos, havendo apenas
publicagdes de estudos locais. Um levantamento em Passo Fundo, no Rio Grande do Sul,
encontrou ESBL em 24,8% das amostras de enterobactérias estudadas (LAGO;
FUENTEFRIA; FUENTEFRIA, 2010). Ja outros trabalhos realizados no Rio Grande do Sul,
apresentaram uma prevaléncia de 21,8% e 35,2%, sendo este tltimo em amostras de corrente

sanguinea (SUPERTI; AUGUSTI; ZAVASCKI, 2009; WOLLHEIM et al, 2011).

Na regido Nordeste, foi encontrada ESBL em 19% das amostras, com uma prevaléncia
de 50,4% em K. pneumoniae ¢ 16% em E. coli (ABREU et al, 2011). Outros estudos
brasileiros avaliaram a presenca de ESBL em pacientes com infec¢des comunitarias,
encontrando esse mecanismo de resisténcia em 1,48% (MINARINI et al, 2007 ¢ 2009) ¢ 0,5%
(WOLLHEIM et al, 2011) das enterobactérias testadas. Bactérias produtoras de ESBL
também tem sido detectada em efluentes de esgoto hospitalar (PRADO et al, 2008; CHAGAS
et al, 2011).

A enzima CTX-M-2 ¢ a relatada com maior frequéncia, juntamente com a variante
CTX-M-59. Outros tipos de CTX-M como a CTX-M-3 (PEIRANO et al, 2010), CTX-M-8
(BONNET et al, 2000a), CTX-M-9 e CTX-M-16 (BONNET et al, 2001), CTX-M-14
(CERGOLLE-NOVELLA, et al, 2010) e a CTX-M-15 (CERGOLLE-NOVELLA, et al,
2010; PEIRANO et al, 2011 e TOLLENTINO et al, 2011) e CTX-M-28 ( LOPES et al, 2010)

também foram encontradas.

ESBLs do tipo SHV-12, SHV-31, SHV-38 (TOLLENTINO et al, 2011) e SHV-5
(MINARINTI et al, 2007) foram detectadas em estudos brasileiros, além da ESBL do tipo
GES-5 em P. aeruginosa (PICAO et al, 2009) e mais recentemente em K. pneumoniae

hidrolisando imipenem (PICAO et al, 2010).
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2.7. DETECCAO LABORATORIAL DE BACTERIAS PRODUTORAS DE ESBL E KPC
EM AMOSTRAS CLINICAS

O laboratério de Microbiologia tem um importante papel na deteccdo de bactérias
produtoras de ESBL, pois um rapido diagnostico ¢ necessario para uma terapia adequada de
pacientes hospitalizados, evitando assim as complicagdes clinicas e a morte. A demora no
diagnéstico leva a permanéncia do paciente no ambiente hospitalar por tempo prolongado,

possibilitando a disseminag¢do intra e inter hospitalar desses patdogenos multirresistentes

2.7.1. Deteccao fenotipica de mecanismos de resisténcia

A reducdo de sensibilidade de alguns dos antimicrobianos beta-lactdmicos como a
ceftazidima, a cefpodoxima, o aztreonam, a cefotaxima ou a ceftriaxona, na interpretacao
do antibiograma pelos métodos convencionais leva a suspeita de produg¢do de ESBL. O CLSI

(2009) recomendava entdo a realizagdo de um teste fenotipico confirmatorio.

Os testes de detecgdo fenotipica baseiam-se na redu¢do da sensibilidade as oximino-
cefalosporinas, como ceftazidima ou cefotaxima e/ou monobactdmicos, como o aztreonam e
empregam um inibidor de B-lactamase, usualmente o acido clavulanico, que inibe a ESBL e
reduz o nivel de resisténcia a cefolosporina, indicando a sua presenca (BRADFORD, 2001;

DRIEUX et al, 2008).

Um dos primeiros métodos fenotipicos descritos foi o teste de disco-aproximagao
(JARLIER et al, 1988). Este método, considerado confidvel para a detec¢do de ESBL, foi
ajustado em relagdo ao espago entre os discos, onde a redugdo da distancia entre o disco
contendo o 4cido clavulanico e o disco das cefalosporinas de terceira geracdo para 20 mm

melhorou significativamente a sensibilidade do ensaio (THOMSON; SANDERS, 1992).

Alguns anos depois, foi proposto por Thomsom o teste tridimensional. Esse teste ¢
uma modificagdo do teste de disco-difusdo, com um passo adicional que envolve a aplicagdo
de um ino6culo bacteriano padrao em uma fenda circular no agar, localizado a 3 mm do local
de aplicagdo dos discos em dire¢do ao interior da placa. As amostras produtoras de ESBL
apresentam distor¢des na zona de inibi¢do. O teste apesar de considerado bastante sensivel, ¢
técnicamente dificil, trabalhoso e precisa de um microbiologista experiente para interpreta-lo,

por isso ndo € muito utilizado (THOMSON; SANDERS, 1992).

O teste de adicdo do 4cido clavulanico consiste em adicionar inibidores de p-

lactamase, como o acido clavulanico, a discos de antimicrobianos como ceftazidima,
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cefotaxima, ceftriaxona ou aztreonam. Quando se usa discos combinados (30 pg de
cefpodoxima, ceftazidima ou cefotaxima versus 30 pug de cefpodoxima, ceftazidima ou
cefotaxima mais 10 pg de acido clavulanico) um aumento do didmetro dos halos de inibi¢ao
superior ou igual a 5 mm na presenca do inibidor, em comparag@o aos halos dos discos nao
adicionados de 4cido clavulanico, ¢ evidéncia presuntiva da producao de ESBL (CLSI, 2009).
Apesar da facilidade de execucdo e interpretacio do teste, a descontinuidade da

comercializa¢do desses discos no Brasil, dificultou a sua realizacdo na rotina laboratorial.

O método que utiliza a fita de E-test® consiste em concentragdes crescentes do agente
antimicrobiano em um dos lados da fita, como a cefalosporina, e do outro lado a
cefalosporina, associada a uma concentragdo fixa de 2 mg/mL de &cido clavuldnico. A
bactéria ¢ considerada produtora de ESBL quando a leitura apresentar uma diminui¢do de
pelo menos duas dilui¢cdes logaritmicas. O teste ¢ facil de ser realizado e sua interpretagao ¢
simples. A sensibilidade e especificidade para este método foi relatada em 96% e 100%,
respectivamente. Devido, principalmente ao seu elevado custo, este teste se tornou

praticamente inviavel para uso em laboratorio de rotina.

Os métodos automatizados para a identificagdo bacteriana, nos quais estdo incluidas a
deteccdo da produgdo de ESBL sdo sistemas que foram testados e comparados com o teste
fenotipico confirmatoério convencional em relagdo a habilidade em detectar a produgdo de
ESBL e apesar de apresentarem uma elevada sensibilidade, esses sistemas automatizados
apresentaram variacdes na especificidade, de acordo com o equipamento utilizado (PEREZ

et al, 2007).

Apesar da existéncia de varios métodos para detec¢do de ESBL, todos possuem
limitagdes e podem falhar na presenca concomitante de outros mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos beta-lactamicos. Resultados falsos positivos podem ser observados com as f3-
lactamases que apresentem o mesmo efeito com &cido clavulanico, como algumas S-
lactamases cromossdmicas de K. oxytoca, P. vulgaris, E. cloacae e S. marcescens, que
também sdo capazes de reduzir a susceptibilidade as cefalosporinas de terceira geracdo e ao
aztreonam (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995; LIVERMORE; BROWN, 2001;
SCHWABER et al, 2004). As carbapenemases mediadas por plasmideos do tipo KPC,
também sdo inibidas por &cido clavulanico e podem ser confundidas com ESBL nos testes

fenotipicos (THOMSON, 2010).

Diferencas na habilidade de deteccdo de ESBL das diversas cefalosporinas podem
ocorrer em regioes diferentes, devido ao tipo de enzima predominante. Isso demonstra a

importancia de se adaptar os testes de deteccdo de ESBL para as areas geograficas, hospitais e
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géneros bacterianos particulares. Além disso, esses testes devem ser avaliados
periodicamente, monitorando, assim, a introducao de novas enzimas (NAVON-VENEZIA et
al, 2003).

Para detectar a produ¢do de ESBL nas espécies que produzem f-lactamases do tipo
AmpC, algumas modificagdes sdo sugeridas nos testes fenotipicos como a) a inclusdo de um
disco de cefepima, pois altos niveis de expressao de AmpC té€m efeito minimo na atividade de
cefepima, o que faz dessa droga um agente de detec¢do de ESBL na presenga de AmpC
(GARCIA; DE LA GANDARA; GARCIA, 2010); b) outra modificagdo ¢ a reducdo na
distancia entre os discos no teste de disco - aproximag¢do para 20 mm (PITOUT et al, 2003);
c) a adicdo de inibidores de AmpC, como cloxacilina ou 4cido borénico, a fim de inibir esta
enzima e favorecer a detec¢do de ESBL (GARCIA; DE LA GANDARA; GARCIA, 2010).

A dificuldade na padronizacdo dos testes fenotipicos e o aumento da prevaléncia das
ESBLs fizeram com que as institui¢des responsaveis pela padronizacdo dos testes de
sensibilidade como CLSI e EUCAST pensassem na possibilidade de mudar o pardmetro de
avaliagdo para cefalosporinas em enterobactérias, de forma que ndo fosse mais necessaria a
pesquisa de ESBL e, ao mesmo tempo, melhorasse a correlagdo dos resultados dos testes com
os observados in vivo (ANDES; CRAIG, 2005; JONES et al, 2005). Com isso, novos pontos
de corte de suscetibilidade para cefalosporinas foram descritos baseados nos parametros
farmacinéticos e farmacodinamicos. O CLSI padronizou entdo a liberacdo dos resultados

como encontrados, independente da producao de ESBL (CLSI, 2010).

A reducdo na suscetibilidade aos carbapenémicos em amostras de enterobactérias
como o imipenem, meropenem e ertapenem ¢ o meio de triagem que para a suspeita de
produgdo de carbapenemases. O método de detecgao fenotipica confirmatdrio para a produgao
da carbapenemase do tipo KPC ¢ o teste de Hodge modificado. Esse teste ¢ considerado
positivo quando houver uma distor¢ao na zona de inibi¢do da E.coli ATCC 25922 préximo da
inser¢do a borda do indculo da amostra testada. O CLSI considera o teste altamente sensivel e
especifico (> 90%) para a deteccdo de carbapenemase do tipo KPC (CLSI, 2011). No
entanto, resultados falso-positivos para a detec¢do da carbapenemase tem sido observados,
devido a associacdo da producdo de ESBL, do tipo CTX-M com a perda de expressdao de
porina (CARVALHAES et al, 2010), por isso a confirmag¢do por métodos moleculares da

presenca da enzima carbapenemase ¢ recomendada.
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2.7.2. Detecgao Molecular

2.7.2.1. Tipagem molecular de micro-organismos

Os métodos moleculares permitem detectar e definir os tipos de enzimas de ESBL e
KPC presentes, sendo importantes a nivel epidemioldgico para saber qual a enzima ¢ mais
prevalente em determinado hospital ou regido. Além disso, hd casos em que um mesmo
isolado clinico expressa multiplas f-lactamases, sendo necessarias técnicas moleculares para

detectar quais enzimas estdo presentes.

Uma das técnicas para a detec¢do dessas enzimas € o estudo do ponto isoelétrico (pl)
que consiste na deteccdo direta da enzima em extratos celulares através da eletroforese de
ponto isoelétrico (Isoeletric Focusing —IEF). Esse método consiste em preparar uma
suspensdo da bactéria na qual se quer pesquisar a presenca da enzima. Apds a eletroforese, ¢
feita uma andlise do perfil migratorio relacionando com o ponto isoelétrico (que ¢ especifico
para cada enzima). Contudo, com o crescente aumento das variantes de beta-lactamases,
muitas enzimas possuem ponto isoelétricos muito proximos, como exemplo a enzima do tipo
TEM, que corresponde a mais de 190 tipos, o que torna a sua determinagao somente pelo pl
impossivel. Uma situagdo semelhante ¢ encontrada também nas enzimas do tipo SHV, CTX-

M e OXA (BRADFORD, 2001; GARCIA; DE LA GANDARA; GARCIA, 2010).

O método molecular mais simples e mais utilizado para detectar essas enzimas ¢ a da
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), usando iniciadores especificos para os genes de f3-
lactamases. Esses iniciadores sdo escolhidos de forma a se hibridizar com regides mais
estaveis, que geralmente ndo sofrem mutagdes (SHAH et al, 2004a). No entanto, a PCR ndo
discrimina entre os diferentes tipos de KPC, TEM, SHV ou CTX. Assim, além da PCR, o
sequenciamento da cadeia especifica dos nucleotideos dos genes das -lactamases ¢ o método

padrdo recomendado ( BRADFORD, 2001; BUSH; JACOBY, 2010).

Além dos métodos moleculares para definir os tipos de enzimas presentes, outros
métodos que avaliem a disseminag@o e perpetuacdo de micro-organismos produtores dessas

enzimas no ambiente hospitalar também tém sido recomendados.

O monitoramento da diversidade clonal em amostras produtoras de beta-lactamases
em enterobactérias de interesse clinico contribue para o esclarecimento da epidemiologia das
infeccdes relacionadas a assisténcia a saide. Esse monitoramento ¢ muito importante, pois a
disseminagdo de clones epidémicos relacionados a bactérias multirresistentes como as

produtoras de CTX-M e KPC tém sido muito reportada por diversos autores.
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Um clone epidémico em cepas de E.coli produtora de blacrx-m-15 € pertencente ao
grupo filogenético B2 e ST131 tem sido descrito disseminado por varios paises como a
Espanha, Franga, Canadd, Portugal, Suica, India, Coréia, Reino Unido, Italia, Turquia,
Croacia, Japao e Estados Unidos (PITOUT et al, 2009). A enzima CTX-M-15 também tem
sido reportada em clones epidémicos, em K. pneumoniae resistentes a ciprofloxacina e
pertencentes ao ST11, na Hungria, na Espanha, na China, na Coreia (DAMJANOVA et al,
2008; OTEO et al, 2009; KO et al, 2010; RHEE et al, 2010). Recentemente, também vem se
destacando um clone epidémico de cepas de K. pneumoniae produtoras de blakpc,
pertencentes ao ST258 e disseminados por diversos paises como a Grécia, Israel, Noruega,
Polonia e Estados Unidos (BARANIAK, et al, 2009; SAMUELSEN, et al, 2009; KITCHEL,
et al, 2009).

No Brasil foram encontrados, além do clone ST258 em K. pneumoniae em Sao Paulo
(ANDRADE et al., 2011), outros clones do mesmo complexo clonal (CC) 258 como o clone
“Kp-RJ”, petencente ao ST437 disseminado pelo Rio de Janeiro e Espirito Santo e o clone

petencente ao ST11, descrito nos Estados de Pernambuco e Minas Gerais (SEKI et al, 2011).

Assim, a tipagem molecular ¢ uma 6tima ferramenta para ser utilizada por epidemiologistas,
microbiologistas e pesquisadores na investigacao do envolvimento de clones, entre amostras
patogénicas multirresistentes.

Virias técnicas de “DNA fingerprinting” tém sido utilizadas para os estudos
epidemioldgicos como “Randomly Amplified Polymorphic” (RAPD), “Repetive Extragenic
Palindromic” (REP-PCR) e “Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus” (ERIC-PCR),
que apesar de serem simples, de rdpida de execucdo, e de custo mais baixo, em relacdo a
técnica de “Pulsed Field Gel de Eletroforese” (PFGE), questdes como a sua reprodutibilidade

ainda ndo estdo totalmente esclarecidas (OLIVE; BEAN, 1999).

Outra técnica também muito utilizada ¢ o “Multilocus Sequence Typing” (MLST). O
MLST se baseia no polimorfismo de genes altamente conservados denominados
“housekeeping”, onde estes genes de multiplos “locus” sdo sequenciados e entdo analisados
quanto a variagdo da sequéncia entre os alelos de muitas cepas, definido por “Sequence Type”
(NEMOY et al, 2005; SINGH et al, 2006). Esta técnica, apesar do seu elevado poder
discriminatorio ¢ muito trabalhosa e de elevado custo.

A técnica mais utilizada em varias investigagdes ¢ a de “Pulsed Field Gel de
Eletrophorese” (PFGE). Essa técnica ¢ considerada “Padrao Ouro” devido ao seu alto poder
discriminatorio e de maior reprodutibilidade, sendo o melhor método para determinar a

relagdo entre os micro-organismos, pois utilizam a andlise de fragmentos de DNA
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cromossomico gerados por enzimas de restricdo de baixa frequéncia de clivagem, através da
eletroforese em campo pulsado (OLIVE; BEAN, 1999). Essa técnica tem sido utilizada com
sucesso para avaliar patdogenos multirresistentes, principalmente os produtores de ESBL e
KPC em surtos, infeccdes recorrentes e disseminacdo clonal no ambiente hospitalar

(SILBERT et al, 2004).

2.8. VIGILANCIA SANITARIA COMO INSTRUMENTO PARA GARANTIR A
QUALIDADE DA ASSISTENCIA A SAUDE

A resisténcia microbiana aos antibidticos vem aumentando rapidamente em todo o
mundo e, em particular, no ambiente hospitalar. Para combater e controlar essa resisténcia, ¢
preciso mapear o perfil de sensibilidade dos patdgenos em nosso pais e utilizar racionalmente

os antimicrobianos pelos servigos de saude.

No Brasil, dados de estatistica nacional sobre nossos indices sdo escassos €
desconhecemos a eficicia dos programas, estimando os custos com base nos dados
americanos, que certamente diferem de nossa realidade (FREITAS, 1997). Essa situagao vem
mudando 4 medida que temos centros no Brasil como Sao Paulo, Florianopolis, Porto Alegre
e Brasilia que participam do programa SENTRY de vigilancia epidemioldgica e de resisténcia
aos antimicrobianos, monitorando as infec¢des hospitalares e algumas comunitarias, através
de uma rede de laboratdrios colaboradores distribuidos em todo o mundo (SADER et al,

2004).

A ANVISA, a partir de 2004, em parceria com a Organizagdo Pan-Americana de
Satde e o Ministério da Satde, vem implantando e desenvolvendo ac¢des, como medidas para
prevenir e controlar a resisténcia microbiana em servigos de satde. Dentre essas medidas
destaca-se a criagdo da “Rede Nacional de Monitoramento de Resisténcia Microbiana em
Servicos de Satde - Rede- RM”. Essa Rede- RM ¢ constituida por Hospitais Sentinela,
Laboratérios de Saude Publica (LACENSs), Vigilancias Sanitarias Estaduais e Municipais,
Comissoes Estaduais e Municipais de Controle de Infeccdo Hospitalar e colaboradores.

A qualidade da assisténcia a satide deixou de ser entdo uma atitude individual de
profissionais envolvidos e tornou-se parte fundamental no planejamento e na gestdo do
sistema de saude, criando normas e mecanismos de avaliacdo, objetivando controlar &
qualidade assistencial.

A Infeccdo relacionada a assisténcia a saude ou nosocomial ¢ definida como uma

infeccdo adquirida apos a admissdo do paciente na Unidade Hospitalar e que se manifesta
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durante a internacdo ou apds a alta, quando puder ser relacionada com a internagdo ou

procedimentos hospitalares.

Sob o ponto de vista de Vigilancia Sanitaria, este estudo tem como base a Lei n°® 8.080,
de 19 de setembro de 1990, chamada Lei Organica da Satide, que organiza o Sistema Unico
de Salde e estabelece como objetivo e atribuicdo do SUS, “a assisténcia as pessoas por
intermédio de agdes de promogdo, protecdo e recuperacdo da saude, com a realizagdo
integrada das agdes assistenciais e das atividades preventivas”. Segundo essa Lei, a Vigilancia
Sanitaria ¢ definida como “um conjunto de agdes capaz de eliminar, diminuir, ou prevenir
riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da
produgdo e circulagdo de bens e da prestacao de servigos de interesse da saude”. Desta forma,

se as infec¢des hospitalares constituem risco significativo a satide dos usudrios dos hospitais e

sua prevencdo e controle envolvem medidas de qualificagdo de assisténcia hospitalar, de
vigilancia sanitéria e outras, tomadas no ambito do Estado, do Municipio e de cada hospital,
fica muito bem caracterizado entdo o papel da Vigilancia Sanitaria nas infec¢des hospitalares

(BRASIL, 1990).

Considerando o Brasil um pais de dimensdes continentais, a avaliagdo sistematica da
qualidade dos servigos de satide disponiveis para a populagdo atendida pelo SUS, representa
um desafio de grandes propor¢des. E para garantir essa qualidade a Lei n° 9431, de 06 de
janeiro de 1997, dispde sobre a obrigatoriedade da manutencdo de Programa de Controle de
Infec¢des Hospitalares pelos hospitais do Pais, que ¢ regulamentado pela Portaria n°® 2616, de
12 de maio de 1998, onde consta, na forma de anexos, as diretrizes € normas para a preven¢ao
e o controle das infec¢des hospitalares, determinando as agdes minimas necessarias, a serem
desenvolvidas visando a redu¢do maxima possivel da incidéncia e da gravidade das infec¢des
hospitalares. E para essa avaliagdo da qualidade das acdes de Controle de Infeccdo Hospitalar
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) adotou a Resolu¢do de Diretoria
Colegiada n° 48, de 2 de junho de 2000, onde contém em seu anexo o Roteiro de Inspe¢ao do
Programa de Controle de Infeccdo Hospitalar, a fim de orientar as Vigilancias Sanitarias
Estaduais, Municipais e do Distrito Federal no cumprimento e aplicagdo das diretrizes
estabelecidas pela legislag@o sanitaria pertinente (BRASIL, 1997, 1998a, 2000).

Estas medidas legais se tornam mais importantes quando destinadas ao atendimento de
pacientes graves ou de risco, em Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs), que necessitam de
assisténcia médica e enfermagem initerruptas, com equipamentos especificos proprios e
recursos humanos especializados, € com acesso a outras tecnologias destinadas ao diagnodstico

e a terapéutica (BRASIL, 1998b).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL:

Determinar a prevaléncia e caracterizar os genes codificadores de ESBL, bem como
avaliar o polimorfismo genético de amostras bacterianas pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, isoladas de hemoculturas de pacientes internados em Hospitais Sentinela
situados em dois municipios do estado do Rio de Janeiro, coletadas entre setembro de 2007 e
setembro de 2008 a fim de contribuir para o controle das infecgdes relacionadas a assisténcia

a saude.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Determinar a prevaléncia de amostras bacterianas pertencentes a familia
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs nos hospitais incluidos no estudo, através de
técnicas de deteccao fenotipica;

» Determinar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos entre as amostras pertencentes a
familia Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs;

» Confirmar a presenca de carbapenemase em amostras pertencentes a familia
Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenemas, através de técnicas de deteccao
fenotipica;

» Pesquisar os genes codificadores das beta-lactamases do tipo blarem, blaspy € blactx-m €
blaxpc através de técnicas moleculares como PCR das espécies de enterobactérias
1soladas;

Sequenciamento dos produtos obtidos ap6s a pesquisa de blacrx-m € blaxpc;
Pesquisar o gene blacrx-m.1s em amostras de K. pneumoniae e E. coli pertencentes ao
grupo CTX-M-1 através de técnicas moleculares como PCR e sequenciamento;

» Avaliar o polimorfismo genético das amostras, através da andlise dos perfis de

fragmentacdo do DNA cromossdmico apos eletroforese em campo pulsado (PFGE).
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4. METODOLOGIA

4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo longitudinal prospectivo multicéntrico para determinar a prevaléncia e
caracterizar os genes codificadores de ESBL, bem como avaliar o polimorfismo genético de
amostras pertencentes a familia Enterobacteriaceae, isolados de hemoculturas de pacientes
internados em cinco Hospitais Sentinelas situados em dois municipios do estado do Rio de

Janeiro.

4.2. AMOSTRAS BACTERIANAS

Foram estudadas 293 amostras bacterianas de espécies pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, sendo uma amostra de cada paciente e coletadas no periodo de setembro
de 2007 a setembro de 2008, isoladas de hemoculturas, provenientes de pacientes internados
em cinco Hospitais Sentinelas da ANVISA, sendo dois de grande porte da rede publica,
Hospital Federal de Bonsucesso (HFB) e o Hospital dos Servidores do Estado (HSE), dois
universitarios, Hospital Universitario Antoénio Pedro (HUAP) e o Hospital Universitario

Pedro Ernesto (HUPE) e um militar, Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD).

Todas as amostras bacterianas coletadas nos hospitais determinados pelo estudo foram

encaminhadas ao Laboratdrio de Pesquisa em Infec¢do Hospitalar (LAPIH)-IOC/FIOCRUZ.

4.3. IDENTIFICACAO BACTERIANA DAS ESPECIES DA FAMILIA Enterobacteriaceae

A identificacdo das amostras foi inicialmente realizada através de métodos manuais e
/ ou automatizados, de acordo com a rotina realizada pelos laboratorios de microbiologia de
cada hospital.

Estes resultados foram confirmados no Laboratério de Pesquisa em Infecgao
Hospitalar LAPIH- IOC/FIOCRUZ, onde as amostras foram semeadas em meio seletivo
indicador Agar EMB (Eosin Methylene Blue) da marca-Difco para a confirmagdo da pureza
das culturas e incubadas a 37° C por 18 a 24 horas. Apos a observagao da morfologia colonial
e das caracteristicas morfo-tintoriais, realizada pelo método de Gram, estes isolados foram

repicados para o meio de triagem de Costa e Vernin (COSTA; HOFER, 1972) e incubados a



49

37° C por 24 horas.

Para a confirmagdo do perfil bioquimico foram utilizadas as seguintes provas
bioquimicas: mobilidade, produgdo de indol e gas sulfidrico no meio de SIM; capacidade de
utilizagdo do citrato como unica fonte de carbono no meio de Citrato de Simmons;
descaboxilagdo da Lisina, Arginina e Ornitina no meio Base para Descaboxilase; e auséncia
de producdo da enzima citocromo oxidase. Outros testes bioquimicos foram adicionados para
observar as producdes de urease no meio de Christensen e de DNase. Estes testes foram
realizados de acordo com as recomendagdoes de KONEMAN et al, 2001 & MURRAY et al,
2007.

4.4. TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelos laboratorios de
microbiologia de cada hospital, através de métodos automatizados ou quando necessario, pelo
método de difusdo em agar, conforme as recomendacdes do Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI, 2009) no Laboratdrio de Pesquisa em Infec¢ao Hospitalar.

As amostras testadas foram cultivadas em Agar Nutriente (Oxoid) por 18-24h a 37°C.
Os indculos foram preparados pela suspensao de 3 - 5 coldnias isoladas em 2,0 mL de solucao
de cloreto de sddio a 0,85% esterilizada e a turvagdo ajustada para o padrao de 0,5 da Escala
de McFarland. Essa turvacdo corresponde a uma suspensdo contendo aproximadamente de 1 -
2 x 10° UFC/mL de E.coli ATCC® 25922 e foi determinada em um fotocolorimetro
DensiCHEK ™ Plus (BioMérieux). Cada suspensio foi semeada com o auxilio de um “swab”
estéril, em uma placa contendo Agar Miieller Hinton (Oxoid) em trés dire¢des (horizontal,
vertical e diagonal), de forma que o crescimento fosse uniforme em toda a superficie da placa.
A tampa da placa foi deixada discretamente entreaberta por 3 - 5 minutos, para a absor¢do
completa do indculo. Os discos impregnados com antimicrobiano foram aplicados com
auxilio de um dispensador de discos Mk III/ ST6090 (Oxoid). As placas foram incubadas por
16-18h a 35+2°C. Os discos de antimicrobianos da marca Oxoid utilizados foram: amicacina
(30ug), cefoxitina (30png), cefepima (30pg), ceftazidima (30pg), cefotaxima (30ug),
ciprofloxacina (5ug), gentamicina (10pg), sulfametoxazol-trimetoprim (1,25/23,75 pg),
imipenem (10pg), meropenem (10pg), ertapenem (10ug), piperacilina/tazobactam (100/10ug)

e aztreonam (30 pg).
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Os resultados foram interpretados segundo os halos de inibi¢do descritos no CLSI
(2011), caracterizados como sensiveis (S), intermediarios (I) ou resistentes (R).

Para o controle de qualidade dos testes foram utilizados as cepas padrdes E. coli

ATCC® 25922, P. aeruginosa ATCC® 27853 e S. aureus ATCC® 25923.

4.5. DETECCAO FENOTIPICA DE BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO
(ESBLs)

As amostras foram submetidas ao teste fenotipico de “disco-aproximagao” conforme
descrito por Jarlier e colaboradores (JARLIER et al,1988). As amostras testadas foram
cultivadas em Agar Nutriente (Oxoid) por 18-24h a 37°C. O inéculo foi preparado pela
suspensdo de 3 - 5 coldnias isoladas, em 2,0 mL de solu¢do de cloreto de sodio a 0,85%
esterilizada e a turvagdo ajustada para o padrao de 0,5 da escala de McFarland. Em seguida a
suspensdo foi semeada com o auxilio de um “swab” estéril, em uma placa contendo Agar
Miieller Hinton (Oxoid) em trés direcdes (horizontal, vertical e diagonal), de forma que o
crescimento fosse uniforme em toda a superficie da placa. A tampa da placa foi deixada
entreaberta para secar por 3 - 5 minutos. Os discos foram dispostos na placa do seguinte
modo: um disco contendo amoxicilina com acido clavulanico no centro e ao redor deste foram
colocados um disco de ceftazidima, cefotaxima e cefepima em uma distancia de 20 mm centro
a centro. A disposi¢ao dos discos esta demonstrada na Figura 2. As placas foram incubadas
por 18h a 35 +£2°C. A produgdo de ESBL foi indicada por uma deformagdo (aumento) do
halo de inibigdo préximo ao disco do inibidor ou aparecimento de uma terceira zona irregular
de inibi¢do (zona fantasma) entre o inibidor ¢ um dos substratos beta-lactamicos (Figura 3).
Foram utilizadas como controles as cepas de E. coli ATCC® 25922 (controle negativo) e K.

pneumoniae ATCC® 700603 (controle positivo).
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Figura 2. Disposi¢do dos discos para a realizagdo do teste fenotipico para detec¢do

de S-lactamases de espectro estendido.

AMX/AC
CTX CAZ

- —-0- -

Distancia de 20 mrrI

Legenda: AMX/AC: amoxacilina com acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima , FEP:cefepima.

Figura 3. Teste fenotipico positivo (indicado pela seta) para a detec¢do de f-lactamases de espectro estendido

Fonte: LAPIH

4.6. DETECCAO FENOTIPICA DE CARBAPENEMASE PELO TESTE DE HODGE
MODIFICADO

As amostras resistentes ou com susceptibilidade diminuida (halo de inibi¢do menor ou
igual a 22 mm) a pelo menos um dos carbapenemas (imipenem, meropenem ou ertapenem)
foram submetidas ao teste fenotipico de Hodge modificado (CLSI, 2009). Foi preparado uma
suspensdo da cepa padrio de E.coli ATCC® 25922 em solugdo de cloreto de sédio a 0,85%
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estéril, ajustada para uma turvacdo 0,5 da Escala McFarland. A seguir, foi realizada uma
dilui¢do dessa suspensdo de 1:10 também em solucdo de cloreto de sodio a 0,85% estéril.
Essa suspensdo foi semeada conforme o procedimento de disco-difusdo em placa contendo
Agar Miieller Hinton, com auxilio de um “swab” estéril. A tampa da placa foi deixada
entreaberta para secar por 3 - 5 minutos. No centro da placa, foi colocado um disco do
ertapenem da marca Oxoid (10pg). Da amostra a ser testada foram retiradas, com auxilio de
uma alga bacteriologica, 3-5 colonias de um cultivo de “overnight ” em dgar nutriente. Foram
realizadas estrias finas da borda do disco até a borda da placa. A produgdo de carbapenemase
foi evidenciada através da presenca de distor¢ao na zona de inibi¢ao apds incubagdo 35 +2°C

por 16-20 horas (Figura 4).

Figura 4. Teste Hodge modificado para detec¢do de carbapenemase,

onde a seta indica a distor¢do na zona de inibigdo.

Legenda: (+) : teste positivo; (-) : teste negativo

Fonte: LAPIH

4.7. EXTRACAO DO DNA TOTAL PELO METODO DA GUANIDINA

O DNA total das amostras produtoras de ESBL e carbapenemase, segundo os testes
fenotipicos, foram extraidos pelo método do tiocinato de guanidina com base nos critérios
descritos por Caetano-Anolles e Gresshoff, 1997. E foram mantidos em freezer a — 20°C para
a realizag@o dos testes moleculares.

As amostras foram cultivada sem 3,0 mL de caldo TSB (Triptic Soy Broth) da Difco e
incubadas em banho-maria com agitacao “overnight” a 37°C. A seguir, 1,5 mL da cultura foi

transferida para um microtubo e centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante
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foi desprezado e o restante do caldo TSB (1,5 mL) foi centrifugado novamente. Em seguida, o
sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 1,0 mL de NaCl 1M para ressuspender o
sedimento, com agitagdo em equipamento tipo “vortex”. Esta etapa foi repetida por duas
vezes, intercalando com a centrifugacdo da amostra por 10 minutos a 10.000 rpm. O
sedimento foi ressuspendido em 100 uL. de Tampao TE (Tris-EDTA) e em seguida foram
adicionados 500 uL da solucdo de tiocianato de guanidina. Esta solucdo foi homogeneizada
por inversdo (por 20 vezes) e incubada a -20°C durante 5 minutos. Apos esta etapa, foram
adicionados 250 uL de acetato de potassio 5SM (estocado a -20°C), que foram
homogeneizados por inversdo (por 20 vezes) e novamente incubados a -20°C durante 5
minutos. Apds este periodo, 500 uL. de uma solucdo cloroférmio -alcool- isoamilico (24:1)
foram adicionados e homogeneizados em equipamento tipo “vortex” até obter uma cor
leitosa. Esta solugdo leitosa foi centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm. A seguir foram
retirados 750 uL da fase superior da solugdo que foram transferidos para um novo microtubo
contendo 380 uL de isopropanol. A suspensdo contendo o DNA foi guardada em freezer a -
20°C “overnight”. No dia seguinte, esta suspensdo foi centrifugada por 10 minutos a 10.000
rpm. A seguir foi desprezado o sobrenadante. Ao sedimento contendo o DNA foi adicionado
150 uL de etanol a 70% e submetido a centrifuga¢do por 10 minutos a 10.000 rpm. Essa etapa
com o etanol a 70% foi repetida por mais uma vez. O sobrenadante foi desprezado e o
microtudo contendo o sedimento foi mantido a temperatura ambiente por 60 minutos
aproximadamente para secar naturalmente. Esse sedimento foi dissolvido em 100 uL de TE e
levado a banho-maria a 37°C por 3 horas. O DNA extraido foi armazenado em freezer a -

20°C. A concentracao de DNA foi ajustada para 200 ng em equipamento “GeneQuant pro ”.

4.8. DETECCAO DAS SEQUENCIAS GENICAS CODIFICADORAS DE ESBL E KPC
POR TECNICA DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Foram realizadas rea¢des da PCR para a deteccdo das sequéncias génicas de beta-
lactamases do tipo blaspy, blarem, blactx-m, blacrx-m1s € blaxpc. Os iniciadores foram
determinados a partir de sequéncias de oligonucleotideos disponiveis em trabalhos cientificos

publicados e estdo relacionados na Tabela 1.
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Tabela 1. Iniciadores de genes de beta-lactamases utilizados nas reagdes da PCR

Gen alvo Seqiiéncia do iniciador (5> —p»3?) Tamanho do Referéncia

produto (pb) Bibliografica

blaypc KPC-F-TGTCACTGTATCGCCGTC 1011pb YIGIT et al., 2001
KPC-R-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC

blacrxm CTX-M-F-ATGTGCAGYAACCAGTAARGTKATGGC 593pb MULVEY et al.,

CTX-M-R-TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 2003

blagyy SHV-F-TTATCTCCCTGTTAGCCACC 797pb HASMAN et al,

SHV-R-GATTTGCTGATTTCGCTCGG 2005

blarem TEM-F-GCGGAACCCCTATTTG 859pb HASMAN et al,
TEM-R-ACCAATGCTTAATCAGTGAG 2005
blactxars ~ CTX-M-F- GGAATCTGACGCTGGGTAAA 875pb MENDONCA et al.,

CTX-M-R- AGAATAAGGAATCCCATGGTT 2007

Legenda : pb = pares de bases. R = iniciador de orientacdo reverse. F = iniciador de orientagdo foward.

Para todas as reacdes de amplificagdo, uma aliquota contendo 1,0 uL. do DNA
cromossomico foi adicionado a uma mistura da reacdo da PCR para um volume final de
25 uL, contendo os seguintes componentes da marca Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA para a
detecgdo dos genes blacrx-me€ blactx -m-15: 16,75 pL de agua Milli-Q, 2,5 uL. do tampao PCR
10X, 0,5 pL (10 mM) da mistura de deoxinucleotideos trifosfatado (dNTPs), 1,25 uL (1,5
mM) de solugdo MgCl,, 1,25 pL (25 pmoles) de cada uma das sequéncias iniciadoras e 0,5
uL de Tag DNA polymerase recombinante (2,5 U).

Os tubos contendo os componentes das reacdes foram submetidos as seguintes
condigdes de amplificagdo: um ciclo inicial de desnaturagdo a 94'C por 5 minutos, seguidos
de 30 ciclos de desnaturag@o a 94°C por 45 segundos, anelamento a 61°C por 45 segundos e
extensdo a 72°C por 45 segundos, com 1 ciclo de extensdo final a 72°C por 10 minutos, no

equipamento Peltier Thermal Cycler, modelo PTC-200, MJ Research.

A mistura de reagentes para a reagcdo da PCR na detec¢do dos genes blasuy, blatem €
blaxpc foi preparada da mesma forma para os 3 genes, sendo modificados somente as
sequéncias iniciadoras (Tabela 2). A mistura de reagentes teve um volume final de 25 uL
contendo 1,0 pL de DNA cromossdmico, 17,25 pL de agua Milli-Q, 2,5 pL do tampao PCR
10X, 0,5 pL (10 mM) da mistura de deoxinucleotideos trifosfatado (dNTPs), 0,75 uL (1,5
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mM) de solu¢ao MgCly, 1,25 pL (25 pmoles) de cada uma das sequéncias iniciadoras e 0,5
uL de Tag DNA polymerase (2,5 U).

Para as condi¢des de amplificacdo dos genes blasnyv, blargm foram utilizados as
seguintes condi¢des: um ciclo inicial de desnaturagio a 94 C por 3 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturagio a 94 C por 1 minuto, anelamento a 53°C por 1 minuto e extensdo a 72°
C por 1 minuto, com 1 ciclo de extensdo final a 72°C por10 minutos. Para o gene blakpc as
condigdes de amplificagio foram: um ciclo inicial de desnaturagdo a 94'C por 3 minutos,
seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto, com 1 ciclo de extensdo final a 72°C por 10 minutos, no

equipamento Peltier Thermal Cycler, modelo PTC-200, MJ Research.

4.9. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE E VISUALIZACAO DOS PRODUTOS
AMPLIFICADOS

Aliquotas de 5 uL dos produtos de amplificagdo foram visualizados através de
eletroforese em gel de agarose (Sigma) a 1,5% em tampao TBE 0,5X (TRIS-BORATO-
EDTA). Foram incluidos em cada gel 5 uL do padrdo de peso molecular de 123pb (DNA
Ladder, Invitrogen Carlsbad, CA, EUA). A eletroforese foi realizada com tampao de corrida
TBE 0,5X sob uma corrente de 130 Volts em temperatura ambiente. Apds a corrida, o gel foi
corado com brometo de etidio (10 mg /mL) durante 15 minutos, e as imagens foram

digitalizadas sob luz ultravioleta em equipamento Image Quant 300-GE- Healthcare.

4.10. DETERMINACAO DA SEQUENCIA GENICA CODIFICADORA DE ESBL E KPC
POR TECNICA DE SEQUENCIAMENTO

Para a determinacdo da variante alélica das -lactamases detectadas foi realizado o
sequenciamento dos produtos da PCR obtidos de todas as enterobactérias produtoras das
enzimas bla crx-m, blacrxm-15 € blaxpc, por serem estas enzimas mais relevantes devido a
sua disseminacao clonal.

Os produtos foram purificados usando-se o kit de purifica¢io “GFX ™ PCR DNA and
Gel Band Purification” (GE Healthcare,Buckinghamshire, Reino Unido) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Ao DNA amplificado foram adicionados 500 pL. de tampao de
captura (Tampao 1), e colocados numa coluna disposta em um microtubo. Este microtubo foi

centrifugado a 10000 rpm por Iminuto e o liquido sobrenadante foi desprezado. Em seguida
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foram adicionados na coluna 500 pL. de tampao de lavagem (Tampao 2), sendo centrifugado
novamente a 10000 rpm por 1minuto e desprezado o liquido. A coluna entdo foi colocada em
um novo microtubo e foram adicionados 50 pL do tampao e eluicdo (Tampao 3), seguido por
I minuto de incubagdo em temperatura ambiente. A seguir o microtubo foi novamente
centrifugado a 10000 rpm por lminuto. A coluna foi desprezada e o liquido mantido em
freezer -20°C.

Para a preparacdo das microplacas para o sequenciamento foram adicionados 4,5uL de
agua Milli-Q, seguido de 2,0 uL do DNA purificado e 1,0 uL das sequéncias de iniciagdo. As
microplacas foram entdo encaminhadas para a Plataforma Gendomica DNA- PDTIS do
Laboratorio de Sequenciamento e Bioinformatica do Instituto Oswaldo Cruz- FIOCRUZ,
onde foi utilizado o sequenciador 3730 DNA analyser (Applied Biosystems). O
sequenciamento foi realizado pelo método de terminagdo com dideoxinucleotideos usando o
Big Dye terminator v.3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosistems) (OTTO et al, 2008). As
analises e comparagdes das sequéncias foram realizadas com o auxilio do software BLAST
2.0 (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel no website do ‘“National Center for

Biotechnology Information” (NCBI, 2009).

4.11. DETERMINACAO DO POLIMORFISMO GENETICO ATRAVES DA TECNICA DE
ANALISE DOS PERFIS DE FRAGMENTACAO DO DNA CROMOSSOMICO APOS
ELETROFORESE DE CAMPO PULSADO EM GEL DE AGAROSE (PFGE)

Para a avaliacdo da clonalidade das amostras bacterianas produtoras de ESBL e
carbapenemase do tipo KPC foi realizada a técnica de eletroforese de campo pulsado em gel
de agarose (PFGE). O DNA cromossomico das amostras pertencentes 4 familia
Enterobacteriaceae produtores de ESBL e/ ou KPC foram preparados pela técnica de uso in
situ, em blocos de agarose (CDC, 2004).

Para a preparacdo dos blocos as amostras bacterianas foram cultivadas em agar
nutriente por “overnight” a 37°C. O crescimento bacteriano foi suspenso em
aproximadamente 1 mL do Tampao de suspensdo celular BSC (Buffer Suspension Celular)
at¢ uma turvagdo correspondente a 3,0 da Escala de McFarland. Em seguida, foram
transferidos 200 uL da suspensdo para um microtubo e acrescentados 5 uL de proteinase K
(50 mg/mL) da marca Sigma. Esta suspensdo foi homogeneizada invertendo-se suavemente

5— 6 vezes o microtubo. Apds a homogeneizagdo foram adicionados 200 uL de agarose a 1%
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Seaken Gold , da marca Sigma, (agarose 1% e dodecil sulfato de sodio (SDS) 1%) e
rapidamente distribuidos nos pog¢os do moldador. O moldador foi colocado por 5 minutos em
geladeira a 2 - 8°C para solidificar. A seguir, os blocos foram colocados em um tubo Falcon
(15 mL) contendo 2 mL de solugdo de lise e 5 uL. de proteinase K (50 mg/mL), e incubados
em banho-maria a 50°C por 2h. Apds este periodo foi retirada a solugdo de lise e foram feitas
3 lavagens com agua Milli-Q (10 mL) e 1 lavagem com tampao TE 1X (Tris-HCI 10mM pH
8,0; EDTA 0,ImM pH 8,0), incubando-se a 50°C por 15 minutos em banho-maria entre as
lavagens. Ao final desta etapa, os blocos foram guardados na geladeira a 2 - 8°C em tubo
Falcon (15 mL) com 2 mL com tampaoTE.

Para a digestdo com enzima de restricdo cada bloco foi dividido em trés partes. Um
terco do bloco foi entdo colocado em um microtubo que continha o tampdo da enzima
(tampao 10 uL e agua Milli-Q 90 uL) e foi levado a geladeira a 2 - 8°C por 1h. Apds este
tempo, o tampao da enzima foi retirado e foi adicionado a mistura da enzima de restricdo da
marca Invitrogen (enzima, tampao e agua Milli- Q em um volume final de 50 uL). Os
fragmentos foram incubados por 3 horas em temperatura pré-definida de acordo com a enzima
utilizada.

As seguintes quantidades de enzima e temperaturas de incubagdo foram usadas de
acordo com a espécie: Smal (10U) da marca Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA para
P. mirabilis, 0,5 uL a 30°C e Xbal (10U) da marca Roche, Indianapolis, USA para
K.pneumoniae, E.cloacae, E.coli e S.marcescens, 2,2 uL a 37°C.

Ap6s o tempo de incubag@o a mistura da enzima foi retirada e foram adicionados 100
uL de tampao TBE 0,75X (Tris 44,5 mM; Acido Boérico 44,5 mM; EDTA 1mM pH final 8,3)

para paralisar a reacao.

4.11.1. Preparacgdo e eletroforese em gel de agarose

Foi utilizado como marcador de peso molecular para a corrida eletroforéticao Lambda
DNA Ladder (50-1000 Kb). Uma pequena porcao do peso molecular foi cortada e colocada
em um microtubo contendo 400 uL tampao TBE 0,75X (Tris/Borato/EDTA) e 400 uL de
agua Milli- Q.

A eletroforese foi realizada no equipamento de “CHEF- DRIII System” (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA EUA) utilizando-se 2500 mL de tampao de corrida TBE 0,5X.
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Os blocos com o DNA digerido foram aplicados no pente, sendo que os marcadores
ficaram nas extremidades. O excesso de liquido foi retirado dos blocos com o auxilio de uma
micropipeta e 30ulL de agarose foram adicionado para selar os blocos no pente. O pente foi
encaixado na forma e o gel de agarose foi adicionado. Apds a polimerizagdo, foi levado ao
equipamento “CHEF- DRIII System”.

As condicdes utilizadas na corrida foram: temperatura de 14°C, o angulo de 120°,
voltagem de 6 volts/cm®. Os pulsos utilizados variaram de acordo com o micro-organismo e
estdo descritos abaixo:

Pulso: 0,5 - 35/15 horas (Xbal)- K. pneumoniae e E. cloacae
Pulso: 0,5 - 30 /16 horas (Xbal)-E.coli

Pulso: 5 - 20 /16 horas (Xbal)-S. marcescens

Pulso: 0,5 - 15 /18 horas (Smal)-P. mirabilis

4.11.2.Visualizagao dos perfis de fragmentacao do DNA

A corrida foi realizada em Gel de agarose a 1% Seakem Gold , com TBE 0,5X. A
seguir os fragmentos foram corados com brometo de etidio (10 mg/mL) por 30 minutos e
descorado em &gua por 20 minutos. A visualizagdo e documentacdo foram feitas sob luz

ultravioleta em equipamento Image Quant 300-GE- Healthcare.

4.11.3. Interpretagao dos resultados

A andlise dos gendtipos foi realizada inicialmente através de inspe¢ao visual dos géis
de agarose com base nos critérios estabelecidos por Tenover e colaboradores em 1995. Os
resultados obtidos foram analisados através de dendrogramas confeccionados a partir da
andlise da foto do gel no "software" Gel Compar II versao 4.0 (Applied Maths, Sint-Martins-
Latem, Belgium). A simililariedade entre os fragmentos foi determinada pelo Coeficiente de
Dice. O dendograma foi elaborado utilizando UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic averages), com coeficiente de similaridade maior ou igual a 80% para os pefis

serem considerados pertencentes a0 mesmo genoétipo.

4.12. PRESERVACAO DAS CEPAS

As amostras bacterianas estudadas foram preservadas em nitrogénio liquido e freezer

a -30°C, em um criotubo contendo meio de caldo infusdo cérebro e coragao (Difco), acrescido
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de 20% (v/v) de glicerol. Este método permite a integridade genética e estrutural dos micror-
oganismos para estudos futuros com as cepas estocadas. Essas cepas estdo fazendo parte da

Colegdo de Cultura de Bactérias de origem Hospitalar (CCBH).
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5. RESULTADOS

5.1. AMOSTRAS BACTERIANAS

Foram incluidos neste estudo 293 amostras bacterianas isoladas de hemocultura de
diversas clinicas em cinco hospitais sentinelas no Rio de Janeiro, no periodo de setembro de
2007 a setembro de 2008. Essas amostras apresentaram-se como bastonetes Gram negativos,
ndo produziram a enzima citocromo oxidase e o perfil bioquimico estava de acordo com cada

espécie da Familia Enterobacteriaceae.

Na Tabela 2, encontram-se os percentuais das 13 espécies encontradas por hospital de
origem. K.pneumoniae foi a espécie mais encontrada (41%), seguida pela E.coli (25%),
E.cloacae (12%), S. marcescens (10%) e P. mirabilis (6%). As demais espécies encontradas
apresentaram percentuais iguais ou abaixo de 1%. Entre os hospitais estudados, o HUPE foi o
que apresentou o maior nimero de amostras 106/293 (36%), seguidos do HUAP 64/293
(22%), HSE 48/293 (16%), HNMD 44/293 (15%) ¢ HFB 31/293 (11%).
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Tabela 2. Ocorréncia de espécies da Familia Enterobacteriaceae isoladas de hemocultura em

hospitais sentinelas do Rio de Janeiro (setembro de 2007 a setembro de 2008).

5.2.

Espécies Hospital Hospital Hospital Hospital Hospital Total
bacterianas (HFB) (HSE) (HNMD) (HUAP) (HUPE) amostras
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
K. pneumoniae 17(14) 16(13) 17(14) 34(28) 37(31) 121 (41)
E.coli 9(12) 11(15) 13(18) 13(18) 28(37) 74 (25)
E.cloacae - 8(22) 4(11) 7(19) 17(47) 36 (12)
S. marcescens 3(10) 6(21) 4(14) 6(21) 10(34) 29 (10)
P.mirabilis 2(11) 6(32) 3(16) 1(5) 7(36) 19 (6)
Salmonella sp. - - - - 1 1(0,3)
E. aerogenes - - 1(33) - 2(66) 3
M. morganii - - 1(33) 1(33) 1(33) 3
P vulgaris - - - - 2 2(0,7)
C.freundii - - 1 - - 1(0,3)
S. rubidaea - - - 1 - 1(0,3)
K.oxytoca - 1(50) - - 1(50) 2(0,7)
P. stuartii - - - 1 - 1(0,3)
Total 31(11) 48(16) 44(15) 64(22) 106(36) 293

amostras (%)

Legenda: n= n° de amostras; HFB, Hospital Federal de Bonsucesso; HSE, Hospital dos Servidores
do Estado; HNMD, Hospital Naval Marcilio Dias; HUAP, Hospital Universitario Anténio Pedro e
HUPE, Hospital Universitario Pedro Ernesto.

(%) percentual referente ao ntimero de amostras encontrados por hospital em relagdo ao total de
amostras por espécie bacteriana.

TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS E DETECCAO

FENOTIPICA DE BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO (ESBL) E
CARBAPENEMASES

Utilizando o teste fenotipico de “disco-aproximacdo” para a triagem das 293 amostras

bacterianas, foram observados resultados positivos para a producao fenotipica de ESBL em

121 isolados (41%). Na tabela 3, estd relacionada a distribuicdo das espécies isoladas

produtoras de ESBL de acordo com o hospital de origem. Podemos observar que entre as 11
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espécies produtoras de ESBL, a K. pneumoniae foi a mais frequente (52%), seguida pelo E.
cloacae (13%), E. coli (12%), P.mirabilis (9%), S. marcescens (8%), M. morganii (2%). As
espécies E. aerogenes, P. stuartii, C. freundii, S. rubidaea ¢ K. oxytoca apresentaram 0,8%

de frequéncia cada uma (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo das espécies da Familia Enterobacteriaceae produtoras de enzimas
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) isoladas de hemocultura de acordo com o

hospital de origem (setembro de 2007 a setembro de 2008).

Hospitais
Espécies
bacterianas HFB HSE HNMD HUAP HUPE Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) amostras

n (%)
K. pneumoniae 11(17) 305 11 (17) 16(26) 22 (35) 63(52)
E.cloacae - 3(19) - 3(19) 10 (62) 16(13)
E. coli 4 (29) 2 (14) - 3(21) 5(36) 14(12)
P.mirabilis 1(9) 2(18) 2(18) - 6 (55) 11(9)
S.marcescens 1 (10) 2(20) 1 (10) 3(30) 3(30) 10(8)

M.morganii - - 1(50) 1(50) - 2(2)
E.aerogenes - - 1 - - 1(0,8)
P. stuartii - - - 1 - 1(0,8)
C.freundii - - 1 - - 1(0,8)
S.rubidaea - - - 1 - 1(0,8)
K. oxytoca - 1 - - - 100.8)

Total de 17(14) 13(11) 17(14) 28(23) 46(38) 121

amostras (%)

Legenda: n= n° de amostras; HFB, Hospital Federal de Bonsucesso; HSE, Hospital dos
Servidores do Estado; HNMD, Hospital Naval Marcilio Dias; HUAP, Hospital Universitario
Antonio Pedro e HUPE, Hospital Universitario Pedro Ernesto.

(%) percentual referente ao nimero de amostras encontrados por hospital em relagdo ao total de
amostras por espécie bacteriana.
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Proteus mirabilis foi a espécie que apresentou o maior percentual de producdo de
ESBL, 57%, dos 19 isolados estudados, 11 foram considerados produtores de ESBL.
Considerando as outras quatro espécies destacam-se a K.pneumoniae com 52% (63/121),
seguidos por E.cloacae 44% (16/36), S. marcescens 34% (10/29) e E. coli 19% (14/74)
(Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo das 5 espécies mais frequentes da Familia Enterobacteriaceae
segundo a produ¢do ESBL de acordo com o hospital de origem (setembro de 2007 a setembro

de 2008).

Hospitais
Espécies

bacterianas HFB HSE HNMD HUAP HUPE Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) amostras

n (%)
K. pneumoniae  17/11(65)  16/3(19) 17/11 (65) 34/16(47) 37/22(59)  121/63(52)
E cloacae - 8/3 (38) - /3 (43) 17/10 (59)  36/16(44)
E coli 9/4 (44) 11/2 (18) - 13/3 (23) 28/5(19)  74/14(19)
P mirabilis 2/1 (50) 6/2 (33) 3/2 (66) - 7/6 (86)  19/11(57)
S marcescens 3/1 (33) 6/2 (33) 4/1 (25) 6/3 (50) 10/3 (30)  29/10(34)

Legenda: n= n° de amostras; HFB, Hospital Federal de Bonsucesso; HSE, Hospital dos
Servidores do Estado; HNMD, Hospital Naval Marcilio Dias; HUAP, Hospital Universitario
Antdnio Pedro e HUPE, Hospital Universitario Pedro Ernesto.

Quanto a distribuicao das espécies de enterobactérias produtoras de ESBL por periodo
de isolamento (Tabela 5) podemos observar que as espécies de K. pneumoniae, E. cloacae,
E.coli e P. mirabilis foram isoladas em todos os quatros trimestres da coleta, enquanto que S.
marcescens € M.morganii foram encontrados somente nos dois ultimos trimestres. As outras
espécies foram isoladas em diferentes periodos. Considerando o total de amostras bacterianas
isoladas por periodo de coleta (trimestre) podemos observar uma distribui¢cao uniforme nos 4

trimestres.
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Tabela S. Distribuicdo das espécies da Familia Enterobacteriaceae produtoras de beta-

lactamases de espectro estendido (ESBL) isoladas de hemocultura por periodo de isolamento

Periodo de Isolamento

Espécie

1° Trimestre 2° Trimestre 3°Trimestre 4°Trimestre Total
bacteriana Set.-Nov/07 ~ Dez/07-Fev/08 Mar.-Maio/08 Jun.-Set/08  amostras

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
K. pneumoniae 20 (32) 14 (22) 13 (21) 16 (25) 63
E. cloacae 5(1) 5310 3(19) 3(19) 16
E.coli 2 (14) 2(14) 6 (43) 4(29) 14
P.mirabilis 2 (18) 4 (36) 19) 4 (36) 11
S. marcescens - - 8 (80) 2 (20) 10
M. morganii - - 1(50) 1(50) 2
E.aerogenes 1 - - - 1
P. stuartii - - 1 - 1
C. freundii - - - 1 1
S. rubidaea - - - 1 1
K. oxytoca - - - 1 1
Total de amostras 30(25) 25(21) 33(27) 33(27) 121

Legenda: n=n° de amostras bacterianas; Set - Nov= Setembro a Novembro; Dez - Fev= Dezembro a Fevereiro;
Mar - Maio= Marco a Maio; Jun - Set= Junho a Setembro.
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Quanto ao setor de atendimento do paciente, podemos ressaltar que sete espécies de

enterobactérias produtoras de ESBL foram detectadas nos Centros de Tratamento Intensivo

(CTI) e nas enfermarias. As enfermarias apresentaram maior nimero de isolados (69; 57%),

seguidos do CTTI (34; 28%), Centro Cirurgico (9; 8%) e Emergéncia (8; 7%) (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo das espécies da Familia Enterobacteriaceae produtoras de beta-

lactamases de espectro estendido (ESBL) isoladas de hemocultura de acordo com o setor de

atendimento

Espécies Setor de Atendimento
bacterianas
Centro

CTI Enfermaria Emergéncia Cirurgico Total

n (%) n (%) n (%) n (%) amostras
K. pneumoniae 21 (33) 3251 6 (10) 4(6) 63
E. cloacae 3(18) 10 (64) - 3 (18) 16
E.coli 1(7) 11.(79) 1(7) 1(7) 14
P.mirabilis 4 (36) 7 (64) - - 11
S.marcescens 3 (30) 7 (70) - - 10
M.morganii 1(50) 1(50) - - 2
E.aerogenes 1 - - - 1
P.stuartii - - 1 - 1
C. freundii - 1 - - 1
S.rubidaea - - - 1 1
K.a oxytoca - - - - 1
Totalde 34028 69(57) 8(7) 9 (8) 121
amostras(%)

Legenda: n=n° de amostras bacterianas; CTI- Centro de Tratamento Intensivo

Analisando os perfis de resisténcia aos antibioticos das 121 amostras produtoras de

ESBL, observou-se que todos foram resistentes a pelo menos uma das cefalosporinas de 3*

geracdo (cefotaxima e/ou ceftazidima) e/ ou aztreonam. Das amostras produtoras de ESBL,

91% (110/121) mostraram resisténcia para a cefotaxima. A porcentagem de resisténcia para os
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outros beta-lactdmicos como a ceftazidima e o aztreonam foram de 52% (63/121) e 36%
(44/121), respectivamente. Quanto a cefepima 79% (25 /121) das amostras foram resistentes a
esse antibiotico. Neste estudo, 34% e 70%, respectivamente das amostras de E. cloacae e

S.marcescens foram sensiveis para cefepima.

Os percentuais de resisténcia das amostras bacterianas produtoras de enzimas beta-

lactamases de espectro estendido estdo apresentados na Tabela 7.

Das 63 amostras de K. pneumoniae que apresentaram diminuicdo de sensibilidade as
cefalosporinas de 3* geracdo e/ou aztreonam, 10 amostras (16%) foram resistentes a
cefoxitina.

Somente uma amostra de E. coli produtora de enzima beta-lactamase de espectro

estendido foi resistente a cefoxitina.

Todas as amostras de E.cloacae e S. marcescens que apresentaram resisténcia as

cefalosporinas de 3% geracdo e/ou aztreonam foram resistentes a cefoxitina.

Do total de amostras bacterianas estudadas, foram observados elevados percentuais de
co-resisténcia para sulfametoxazol- trimetoprim (86,8%), ciprofloxacina (77,7%),
gentamicina (45,5%) e amicacina (29,7%).

Quanto a resisténcia aos carbapenemas observou-se 11 amostras de K. prneumoniae
que apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos deste grupo, sendo encontradas as
mesmas 10 amostras resistentes ao imipenem, meropenem e ertapenem e 1 amostra resistente
somente ao ertapenem. Foram detectados ainda 9 amostras de E. cloacae resistentes ao

ertapenem. No teste fenotipico para as carbapenemases 20 amostras foram positivas.
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Tabela 7. Resisténcia das espécies bacterianas produtoras de beta-lactamases de espectro

estendido, frente aos antibidticos.

Espécie Porcentuais de Resisténcia (%)
bacteriana

PTZ FOX GEN AK CIP SXT IMP MER  ERT
K pneumoniae  29(46)  10(16) 27(43)  16(25)  50(79) 54(86) 10(16) 10(16)  11(17)
(m=63)
E. cloacae 7(44) 16(100)  9(56) 5(31) 9(56) 14(88) - - 9(56)
(n=16)
E. coli 4(29) 1(7) 4(29) 4(29) 12(86) 12(86) - - -
(n=14)
P. mirabilis - - 6(55) - 11(100)  11(100) - - -
(n=11)
S.marcescens  1(10) 10(100)  3(30) 9(90) 7(70) 8(80) - - -
(n=10)
M. morganii - 1(50) 1(50) - 1(50) 1(50) - - -
(n=2)
E. aerogenes - 1(100) 1(100)  1(100) - 1(100) - - -
(n=1)
P.stuartii - - 1(100) - 1(100) 1(100) - - -
(n=1)
C. freundii - 1(100) 1(100) - 1(100) 1(100) - - -
(n=1)
S. rubidaea - 1(100) 1(100) - 1(100) 1(100) - - -
(n=1)
K. oxytoca - - 1(100)  1(100)  1(100) 1(100) - - -
(n=1)
Total 41 41 55 36 94 105 10 10 20
amostras (%) (33 8) (33,8 @55 297 (7717 (86,8) 8,3) @83) (16,5%)

Legenda: IMP, imipenem; MER, meropenem; ERT, ertapenem;PTZ, piperacilin-tazobactam; FOX,
cefoxitina; GEN, gentamicina; AK, amicacina; CIP, ciprofloxacina; SXT, sulfametoxazol-trimetoprim.

n=numero de amostras
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Na Figura 5 estdo apresentados os percentuais das cinco espécies mais frequentemente
isoladas, podendo-se observar uma elevada resisténcia a amicacina (90%) entre as amostras

de S. marcescens em relagdo as outras espécies, enquanto para P. mirabilis foi observada

100% de susceptibilidade.

Figura 5. Percentual de resisténcia aos antibioticos das cinco espécies

de enterobactérias mais isoladas
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Legenda: IMP, imipenem; MER, meropenem; ERT, ertapenem;PTZ, piperacilin-tazobactam;
FOX, cefoxitina; GEN, gentamicina; AK, amicacina; CIP, ciprofloxacina; SXT, sulfametoxazol-
trimetoprim.

Foram detectadas 30 diferentes perfis de resisténcia aos antimicrobianos entre as
espécies de enterobactérias estudadas. Em 111 amostras, o perfil de resisténcia simultdnea a
ciprofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim (CIP-SXT) foi o mais encontrado (31 amostras;
28%), seguido pelo perfil de resisténcia simultdnea a gentamicina, ciprofloxacina e

sulfametoxazol-trimetoprim (GEN-CIP-SXT) em 17 amostras (15%) (Tabela 8).
Uma observagdo importante ¢ que do total dos 121 amostras resistentes as

cefalosporinas de 3" gera¢do e/ou aztreonam, 10 isolados ndo apresentaram co-resisténcia as

outras classes de antimicrobianos.



Tabela 8. Perfis de resisténcia aos antimicrobianos de acordo com a espécie bacteriana.

Espécie bacteriana
Perfil de resisténcia

Kp  Ecl Ec Pms Sm  Mm  Eaer  Ps cf Sr Koxy  Total

n n n n n n n n n n n amostras
IMP-MER-ERT-PTZ-GEN-AK-CIP- 1 - - - - - - - - - - 1
SXT
ERT-PTZ-FOX-GEN-AK-CIP-SXT 1 - - - - - - - - - - 1
ERT-PTZ-GEN-CIP-SXT 3 - - - - - - - - - - 3
ERT-GEN-AK-CIP-SXT - 1 - - - - - - - - - 1
ERT-PTZ-CIP-SXT 2 1 - - - - - - - - - 3
PTZ-GEN-CIP-SXT 3 1 - - - - - - - - - 4
PTZ-GEN-AK-CIP 1 - - - - - - - - - - 1
PTZ-AK-CIP-SXT - 1 - - - - - - - - - 1
PTZ-FOX-CIP-SXT 1 - - - - - - - - - - 1
FOX-GEN-CIP-SXT 2 - - - - 1 - - 1 1 - 5
FOX-GEN-AK-SXT - - 1 - - - - 1
GEN-AK-CIP-SXT 1 - 2 - - - - - - - 1 4
PTZ-GEN-CIP 1 - - - - - - - - - - 1
PTZ-CIP-SXT 1 - - - - - - - - - - 1
GEN-CIP-SXT 6 3 2 5 - - - 1 - - - 17
GEN-AK-SXT 1 - - - 3 - - - - - - 4
FOX-CIP-SXT 1 - - - 1 - - - - - - 2
AK-CIP-SXT 3 - 1 - - - - - - - - 4
ERT-PTZ 1 - - - - - - - - - - 1
ERT-SXT - 1 - - - - - - - - - 1
GEN-AK 1 - - - - - - - - - - 1
GEN-SXT 1 2 - - - - - - - - - 3
GEN-CIP - - - 1 - - - - - - - 1
AK-SXT 1 1 - - 3 - - - - - - 5
CIP-SXT 20 - 6 5 - - - - - - - 31
FOX 1 - - - - - - - - - - 1
GEN 1 - - - - - - - - - - 1
AK 1 - 1 - 2 - - - - - - 4
cIp 1 - 1 - - - - - - - - 2
SXT 2 2 - - 1 - - - - - - 5
Total de Amostras 58 13 13 11 10 1 1 1 1 1 1 111

Legenda: Kp, Klebsiella pneumoniae; Ecl, Enterobacter cloacae; Ec, Escherichia coli; Pm, Proteus
mirabilis; Sm, Serratia marcescens; Mm, Morganella morganii; Eaer, Enterobacter aerogenes; Ps,
Providencia stuartii; Cf, Citrobacter freundii; Sr, Serratia rubidaea; Koxy, Klebsiella oxytoca; n=n°
de amostras; IMP, imipenem; MER, meropenem; ERT, ertapenem;PTZ, piperacilin-tazobactam; FOX,
cefoxitina; GEN, gentamicina; AK, amicacina; CIP, ciprofloxacina; SXT, sulfametoxazol-trimetoprim.

OBS: Do total de 121 amostras, 10 apresentaram resisténcia somente as cefalosporinas e ao
monobactamico.
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5.3. PESQUISA DOS GENES DE RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS BETA-
LACTAMICOS

A deteccdo de genes de resisténcia aos beta-lactamicos foi realizada através da técnica
da PCR, em 121 amostras que foram positivas fenotipicamente para ESBL e KPC. Foram
pesquisados: blactx-m, blasnv, blatem. blactx-m-1s € blakpc. A Figura 6 corresponde a

fotografia de um gel de agarose com produtos de amplificacdo do gene blactx-m.

Figura 6. Produto de amplificagdo do gene bla ctx.m obtido através da reagdo em cadeia da polimerase ( PCR)

em diferentes amostras de enterobactérias
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Legenda: Linha 1: Padrao de peso molecular (123pb); Linha 2: 3432CCBH (P. mirabilis); Linha 3: 3433CCBH
(E. cloacae); Linha 4: 3506CCBH (K. pneumoniae), Linha 5: 3508CCBH (K. pneumoniae), Linha 6:
3527CCBH (K. pneumoniae); Linha 7: 3551CCBH (K. pneumoniae); Linha 8: 3551CCBH (K. pneumoniae);
Linha 9: 3557CCBH (K. pneumoniae); Linha 10: 3558CCBH (E. cloacae); Linha 11: 3561CCBH (K.
pneumoniae); Linha 12: 3562CCBH (K. pneumoniae); Linha 13: 3597CCBH (K. pneumoniae); Linha 14:
3624CCBH (P. mirabilis); Linha 14: Padrdo de peso molecular (123pb); Linha 15: 3624CCBH (P. mirabilis);
Linha 16: 3626CCBH (E. cloacae); Linha 17: 3654CCBH (E. cloacae); Linha 18: 3662CCBH (K. pneumoniae);
Linha 19: 3670CCBH (K. pneumoniae); Linha 20: 3672CCBH (K. pneumoniae); Linha 21: 3782CCBH (K.
pneumoniae); Linha 22: 3788CCBH (K. pneumoniae); Linha 23: Linha 4010CCBH (S. marcescens); Linha 24:
4177CCBH (S. marcescens); Linha 25: controle positivo; Linha 26: controle negativo.

A distribuicdo da presenca destes genes de resisténcia entre as espécies da Familia

Enterobacteriaceae estd apresentada na Tabela 9.
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Tabela 9. Distribuicao dos genes codificadores de beta-lactamases de acordo com as espécies

da Familia Enterobacteriaceae

Genes codificadores de beta-lactamases

Espécie
bacteriana blacrx-Mm blaguy  blaTEm bla xpc Total
n (%) n (%) n (%) n (%) amostras
K. pneumoniae 59(94) 57(90) 34 (54) 11.(9) 63
E.cloacae 15 (94) 7 (44) 12 (75) - 16
E.coli 11.(79) 5(36) 10 (71) - 14
P. mirabilis 11 (100) 3(27) 10 (1) - 11
S. marcescens 4 (40) 5(50) 5(50) - 10
M. morganii 1(50) - 2(100) - 2
E. aerogenes 1(100) - 1 (100) - 1
P.stuartii 1(100) - 1(100) - 1
C. freundii 1(100) - 1(100) - 1
S.rubidaea 1(100) - 1(100) - 1
K. oxytoca 1(100) 1(100) 1(100) - 1
Total de amostras (%) 106 (87) 79(65) 79 (65) 11(9) 121

Legenda: n=n° de amostras

O gene blactx-m foi o mais encontrado (106 amostras; 87%), seguido do blarem €
blaspy com 79 amostras (65%) cada um. A presenca da blagpc foi confirmada em 11 isolados
de K. pneumoniae que apresentaram resisténcia aos carbapenemas, mas para os 9 isolados de
E.cloacae resistentes ao ertapenem a presenca da blakxpc foi negativa. Observa-se, que os
genes blatem € blactxm foram encontrados em todas as espécies da familia
Enterobacteriaceae, enquanto o gene SHV foi detectado em apenas 6 (seis) espécies. O gene

blasny em K. pneumoniae estava presente em 57 amostras (90%).
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5.4. ANALISE DA SEQUENCIA GENICA CODIFICADORA DE ESBL E KPC POR
TECNICA DE SEQUENCIAMENTO

Foi realizada a avaliacdo dos grupos filogenéticos de CTX-M por sequenciamento e
foi observada a predominancia do grupo CTX-M-1 em 58 amostras (55%) seguido do grupo
CTX-M-2 em 24 amostras (23%). O grupo CTX-M-1 foi o mais detectado em K. pneumoniae
(73%), E. coli (55%), E.cloacae (53%), e foi encontado apenas em 9% de P. mirabilis. Ja o
grupo CTX-M-2 foi detectado na maioria das espécies de enterobactérias (nove espécies),
principalmente em amostras de P. mirabilis (91%), S. marcescens (25%), K. pneumoniae
(12%) e E.coli (9%) e ainda em M. morganii, P. stuartii, E. aerogenes, S. rubidae e K.
oxytoca. O grupo CTX-M-8 foi detectado em S. marcescens (50%), E. coli (36%) e K.
pneumoniae (7%). Ja o grupo CTX-M-9 foi evidenciado em 7 amostras (47%) de E. cloacae,

5 amostras (8%) de K. pneumoniae e 1 amostra de S. marcescens e P. stuartii (Tabela 10).

O sequenciamento dos produtos obtidos das 11 amostras que foram positivas para o
gene blakpc demonstrou que todas essas apresentaram similaridade com o KPC do tipo 2
(figura 8).

Do sequenciamento dos produtos obtidos das 43 amostras de K. prneumoniae ¢ 6
amostras de E.coli que pertenciam ao grupo CTX-M-1 foram realizados as pesquisas da PCR
e sequenciamento para o gene blacrxm.i1s. Os resultados mostraram que 38 amostras (88%)
foram determinadas como CTX-M-15 para K. pneumoniae (Figura 8) e 6 amostras (100%)

para E.coli (Figura 10).
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Tabela 10. Grupos de genes blacrx-v encontrados de acordo com as espécies da Familia

Enterobacteriaceae
Grupo filogenéticos de CTX-M
Espécies bacterianas  CTX-M -1  CTX-M -2 CTX-M -8 CTX-M -9 Total
n (%) n (%) n (%) n (%) amostras
K. pneumoniae 43 (73) 7(12) 4(7) 5(8) 59
E. cloacae 8(53) - - 7 (47) 15
E. coli 6 (55) 1(9) 4(36) - 11
P. mirabilis 1(9) 10 (91) - ; 1
S. marcescens - 1(25) 2(50) 1 (25) 4
M. morganii - 1 (100) - - 1
E. aerogenes - 1 (100) - - 1
P. stuartii - 1 (100) - - 1
C. freundii - - - 1 (100) 1
S. rubidaea - 1 (100) - - 1
K. oxytoca - 1 (100) - - 1
Total amostras (%) 58 (55) 24 (23) 10 (9) 14(13) 106

Legenda: n=n° de amostras

Quanto aos perfis de genes codificadores de beta-lactamases presentes nas espécies de
enterobactérias isoladas, foram detectados sete diferentes perfis. O perfil CTX-M+, SHV+,
TEM+ foi o mais prevalente com 42 amostras (35%), seguidos pelos perfis CTX-M+, SHV+
e CTX-M+, TEM+ com 27 amostras (22%) cada um. Em uma amostra de K. pneumoniae

ndo foi evidenciada a presenca dos genes pesquisados (Tabela 11).
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Tabela 11. Perfis dos genes codificadores de beta-lactamases presentes nas espécies da

Familia Enterobacteriaceae isoladas

Perfis de genes de

Espécie bacteriana

beta-lactamases Kp Ec Ec Pm Sm Mm Eaer  py cf Sr  Koxy Total

n n n n n n n n n n n n (%)
CTX-M+SHV+TEM+ 32 4 2 3 - - - - - - 1 42/121 (35)
CTX-M+,SHV+ 22 3 2 - - - - - - - - 27121 (22)
CTX-M+,TEM+ - 7 5 7 3 1 1 1 1 1 - 27121 (22)
SHV+,TEM+ 2 - 1 - 2 - - - - - - 5/121 (4)
CTX+ 5 1 2 1 1 - - - - - - 10/121 (8)
SHV+ 1 - - - 3 - - - - - - 4/121 (3)
TEM+ - 1 2 - 1 1 - - - - - 5/121 (4)
NEGATIVO 1 - - - - - - - - - - 1/121 (0,8)

Legenda: Kp, Klebsiella pneumoniae; Ecl, Enterobacter cloacae; Ec, Escherichia coli; Pm, Proteus
mirabilis; Sm, Serratia marcescens; Mm, Morganella morganii; Eaer, Enterobacter aerogenes; Ps,
Providencia stuartii; Cf,Citrobacter freundii; Sr, Serratia rubidaea; Koxy, Klebsiella oxytoca; n= n°

de amostras

OBS: Um (1) isolado apresentou-se negativo para os genes CTX-M,TEM e SHV.

As 11 amostras que apresentaram blagxpc foram detectados em trés dos cinco hospitais

que participaram do estudo. A maioria deles (7 amostras; 64%) apresentou

blaCTX_M, blaSHV9

blaTEMA,

também

enquanto em duas amostras foram verificadas a presenca

simultdnea de blacrx-m, blasuy (18%). Em uma amostra foi detectada também blacrx-m ,

blaTEMA € em outra blaSHv, blaTEM (Tabelal2).
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Tabela 12. Perfis dos genes codificadores de beta-lactamases em K. pneumoniae portadoras

de blakpc isoladas em trés hospitais sentinelas do Rio de Janeiro

Hospitais
Perfis de genes de beta-
lactamases HFB HUAP HUPE Total amostras
n n n
KPC+, CTX-M+,SHV+,TEM+ 3 1 3 7
KPC+,CTX-M+,SHV+ 1 1 - 2
KPC+,CTX-M+,TEM+ - - 1 1
KPC+, SHV+,TEM+ 1 - - 1
Total de amostras 5 2 4 11

Legenda: n= n° de amostras; HFB, Hospital Federal de Bonsucesso, HUAP, Hospital
Universitario Antonio Pedro e HUPE, Hospital Universitario Pedro Ernesto.

5.5. ANALISE DO PERFIL DE FRAGMENTACAO DO DNA CROMOSSOMICO
ATRAVES DE ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DE CAMPO PULSADO
(PFGE)

A diversidade gendmica das amostras de enterobactérias foram avaliadas através da
técnica de PFGE. Para est4 analise foram selecionadas as amostras produtoras de ESBL.
A Figura 7 corresponde a fotografia de um gel de agarose com perfis de fragmentagao

em amostras de K.pneumoniae, ap6s a digestdo com a enzima Xbal e eletroforese de campo

pulsado em gel de agarose (PFGE).
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Figura 7. Perfis de fragmentagdo em amostras de K. pneumoniae, apds a digestdo com a enzima Xbal e
eletroforese de campo pulsado em gel de agarose (PFGE).

Legenda: Linha 1: Peso molecular (A); Linha 2: 3868CCBH; Linha 3: 3911CCBH; Linha 4: 3506CCBH; Linha
5: 3508CCBH; Linha 6: 3551CCBH; Linha 7: 3788CCBH; Linha 8: 3800CCBH; Linha 9: 3814CCBH, Linha
10: 3893CCBH; Linha 11: 4060CCBH; Linha 12: 4402CCBH; Linha 13: 3796CCBH; Linha 14: 408 1CCBH;
Linha 15: Peso molecular (A)

O dendograma apresentado na Figura 8, demonstra os 26 gendtipos do DNA
cromossdmico, das 63 amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL. Estes perfis foram
nomeados de A-Z, onde os perfis com > 80% de similaridade foram considerados do mesmo
genotipo.  Os resultados para K. pneumoniae mostram que das 63 amostras, 33 (52%)
pertenciam a quatro genotipos predominantes A (n=8), B (n=10), C (n=9) e D (n=6) mas nao
relacionados geneticamente. O genotipo A (8 amostras) e os genotipos D, H e J (uma amostra
cada) apresentaram amostras com blakxpc, Considerando a distribui¢do dos gendtipos, em K.
pneumoniae produtoras de ESBL em relacdo aos cinco hospitais estudados, o gendtipo C foi
encontrado em quatro hospitais (HUAP, HFB, HUPE e HNMD) e o genotipo A (HUAP, HFB
e HUPE) e B (HUAP, HUPE e HNMD) em 3 hospitais cada um. Os gen6tipos G, H, I, J, F e
D em 2 hospitais cada um. Quanto a relagdo dos genotipos com a presenga do gene blacrx-m
observa-se que o grupo CTX-M-1 foi encontrado em quinze genoétipos (A, B, C, D, F, H, J, K,
R, S, T,V, Y, W e Z) e estava presente nos 5 hospitais que participavam do estudo tanto em

2007 quanto em 2008. Entre essas amostras do grupo CTX-M-1, o gene CTX-M-15 foi
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encontrado em dez desses genotipos (38 amostras; 88%). Somente cinco genotipos (K, H, R,
S e V) foram negativos para o gene CTX-M-15. O grupo CTX-M-2 foi encontrado em seis
genoétipos (E, M, N, O, P e X) em 3 hospitais (HUAP, HFB ¢ HUPE) em 2007 e 2008. Ja o
grupo CTX-M-8 foi detectado em quatro genétipos (L, H, I e Q), em 3 hospitais (HUAP, HFB
e HUPE), em 2007 e 2008. O grupo CTX-M-9 foi encontrado também em quatro gendtipos
(E, G, I eJ), nos hospitais HFB, HUPE e HSE, em 2007 e 2008.



Dendograma

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%+100.0%]

Perfil Clonal

PFGE K.pneumoniae

N° amostra

3551CCBH
3662CCBH
3357CCBH
3358CCBH
4571CCBH
3527CCBH
3868CCBH
3911CCBH
4225CCBH
4408CCBH
4122CCBH
3984CCBH
4006CCBH
3670CCBH
4046CCBH
4221CCBH
4632CCBH
3922CCBH
4064CCBH
4280CCBH
4377CCBH
3814CCBH
3796CCBH
3788CCBH
3902CCBH
3893CCBH
4727CCBH
3360CCBH
3428CCBH
4567CCBH
4246CCBH
4253CCBH
3451CCBH
4170CCBH
3361CCBH
3557CCBH
4415CCBH
3672CCBH
4664CCBH
3940CCBH
4597CCBH
3561CCBH
4402CCBH
3506CCBH
3508CCBH
4566CCBH
3842CCBH
3938CCBH
3365CCBH
4314CCBH
4220CCBH
3800CCBH
4060CCBH
4299CCBH
4350CCBH
3431CCBH
3597CCBH
#4081CCBH
4083CCBH
3871CCBH
3782CCBH
3435CCBH
3562CCBH

Ano

2007
2007
2007
2007
2008
2007
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2007
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2007
2007
2008
2008
2008
2007
2007
2008
2008
2008
2007
2008
2007
2007
2008
2007
2008
2008
2008
2007
2008
2007
2007
2008
2008
2008
2007
2008
2008
2007
2008
2008
2008
2007
2007
2008
2008
2008
2008
2007
2007

Hospital PCR positivo
CTX-M TEM

H4 GrupoCTX-M-1* TEM

H2 GrupoCTX-M-8 -

H1 GrupoCTX-M-2 TEM

H1 GrupoCTX-M-2 TEM

H2 GrupoCTX-M-9 -

H1 GrupoCTX-M-2 TEM

H5 GrupoCTX-M-9 -

H5 GrupoCTX-M-9 TEM

H1 GrupoCTX-M-2 -

H3 GrupoCTX-M-2 TEM

H3 GrupoCTX-M-8 TEM

H2 GrupoCTX-M-1* -

H3 GrupoCTX-M-8 TEM

H2 GrupoCTX-M-9

H1 CTX-M-15 -

H1 CTX-M-15 TEM

H3 CTX-M-15 -

H4 CTX-M-15 TEM

H3 s

H3 CTX-M-15 -

H1 CTX-M-15 TEM

H4 CTX-M-15

H4 s

H4 CTX-M-15 -

H2 GrupoCTX-M-2 TEM

H4 CTX-M-15 TEM

H3 GrupoCTX-M-9 -

H1 GrupoCTX-M-8 TEM

H2 GrupoCTX-M-1* TEM

H2 CTX-M-15 -

H3 CTX-M-15 TEM

H2 CTX-M-15 TEM

H1 CTX-M-15 -

H3  CTX-M-15 TEM

H1 CTX-M-15 TEM

H2 CTX-M-15 TEM

H3 s TEM

H2 CTX-M-15 -

H1  CTX-M-15 TEM

H2 CTX-M-15

H3 CTX-M-15

H2 CTX-M-15 -

H4  CTX-M-15 TEM

H4  CTX-M-15 TEM

H4 CTX-M-15

H2 CTX-M-15 -

H2  CTX-M-15 TEM

H2 CTX-M-15 -

H5  CTX-M-15 TEM

H1 GrupoCTX-M-1*

H1  CTX-M-15 TEM

H4 CTX-M-15 -

H4 CTX-M-15 TEM

H2  CTX-M-15 TEM

H2 CTX-M-15 TEM

H2  CTX-M-15 TEM

H2 CTX-M-15 -

H1 - TEM

H1 GrupoCTX-M-1*

H1  GrupoCTX-M-2 TEM

H2 CTX-M-15 -

H2 CTX-M-15 -

H2  CTX-M-15 TEM

Figura 8. Dendograma das 63 amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL
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Legenda: H1: Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP); H2: Hospital Federal de Bonsucesso (HFB); H3:
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE); H4: Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD) e HS: Hospital dos

Servidores do Estado (HSE).
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Na analise do polimorfismo genético das 16 amostras de E. cloacae produtoras de
ESBL foram encontradas 10 perfis de fragmentagdo, conforme mostrado na Figura 9. Entre os
genoétipos encontrados destacam-se o gendtipo C (3 amostras) detectados em 2 hospitais
(HUAP e HFB) e os gendtipos A (hospital HFB), D, E (hospitais HFB e HSE) e F (hospitais
HUAP e HFB), com 2 amostras de cada um. Quanto a relacdo dos genotipos com a
presencado gene blacrx-m foi observado que o grupo CTX-M-1 (8 amostras; 50%) foi
encontrado em 5 gendtipos (A, B, C, D, F), em 3 hospitais (HUAP, HFB, HSE) tanto em
2007 quanto em 2008. O grupo CTX-M-9 (7 amostras; 44%) foi detectado em 6 gendtipos (A,
E, G, H, I e J), em 2 hospitais (HFB e HSE) em 2007 e 2008. Nao foi detectado o gene blacrx-

M €m uma amostra de E.cloacae.

Figura 9. Dendograma das 16 amostras de E. cloacae produtoras de ESBL

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE E.cloacae

Dendograma Perfil Clonal N°amostra  Ano Hospital PCR positivo Genétipo

65 70 75 0 8 90 o5 100 CTX-M TEM SHV KPC

3558CCBH 2007 H2 GrupoCTX-M-9 TEM SHV -
3906CCBH 2008 H2 GrupoCTX-M-1 TEM -

f
T
1
[
1

|| 3943CCBH 2008 H1 GrupoCTX-M-1 TEM -
| || 3834CCBH 2007 H2 GrupoCTX-M-1 TEM -
||| || 3824CCBH 2008 H2 GrupoCTX-M-1 TEM -
L) TLIL || 3erecesn 2007w . TEM -

A
A
B
c
c
1 c
: — ||||||| ||||||||||||| 3626CCBH 2007 H5 GrupoCTX-M-1 - - - D
r— o
E
E
F
F
G
H
I
J

[l | 3433CCBH 2007 H2 GrupoCTX-M-1 TEM -

[T 4022CCBH 2008 H2 GrupoCTX-M-9 TEM -

| ||| | |||| | 3499CCBH 2007 H5 GrupoCTX-M-9 TEM SHV -

1]
| | ” ||| 4378CCBH 2008 H1 GrupoCTX-M-1 TEM -

|| |1l 4127cCBH 2008 M5 GrupoCTXM-9 -  SHV -

||| 4647CCBH 2008 H2 GrupoCTX-M-1 TEM -
|

| | | | || ||| || | || 4259CCBH 2008 H2 GrupoCTX-M-9 . SHV -
| | | | || | | | || | | 3654CCBH 2007 H2 GrupoCTX-M-9 -  SHV -
| | | || | | 4575CCBH 2008 H2 GrupoCTX-M-9 TEM SHV -

Legenda: H1: Hospital Universitario Antdnio Pedro (HUAP); H2: Hospital Federal de Bonsucesso (HFB); H3:
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE); H4: Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD) e HS: Hospital dos
Servidores do Estado (HSE).

Na Figura 10, verifica-se 5 perfis de fragmentagdo em 14 amostras de E. coli
produtoras de ESBL, sendo 2 genoétipos predominantes o B (5 amostras) e C (4 amostras)
encontrados em 4 e 3 hospitais, respectivamente. Quanto a relacdo dos genotipos com a
presenca do gene blacrx-m, 0 grupo CTX-M-1 foi encontrado nos gendtipos A, B ¢ C em 4

hospitais (HUAP, HFB, HUPE e HSE) em 2008. Desses, todos foram positivos para o gene

CTX-M-15. O grupo CTX-M-2 foi detectado em uma amostra do genotipo C no hospital
HUPE em 2008. Para as amostras do grupo CTX-M-8 foram encontrados os genotipos A, C e
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D em 3 hospitais (HUAP, HFB e HSE) em 2007 e 2008. Nao foi detectado o gene blactx-m

em 3 amostras de E.coli.

Figura 10. Dendograma das 14 amostras de E. coli produtoras de ESBL
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Legenda: H1: Hospital Universitario Antdnio Pedro (HUAP); H2: Hospital Federal de Bonsucesso (HFB); H3:
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE); H4: Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD) e HS: Hospital dos
Servidores do Estado (HSE).

Utilizando a enzima de restricdo Smal, foram encontrados em 11 amostras de P.
mirabilis produtoras de ESBL 2 genotipos predominantes o A (4 amostras) em 3 hospitais
(HFB, HNMD e HSE) e o B (7 amostras) em 4 hospitais ( HFB, HUPE, HNMD e HSE),
conforme apresentado no dendograma da Figura 11. Quanto a relacdo dos gendtipos com a
presenca do gene blactx-m podemos relatar que o grupo CTX-M-1 foi encontrado em uma
amostra do gen6tipo A no hospital HFB em 2008 e o grupo CTX-M-2 foi predominante nos
gendtipos A e B em 4 hospitais (HFB, HUPE, HNMD e HSE) em 2007 e 2008.



Figura 11. Dendograma das 11 amostras de P.mirabilis produtoras de ESBL
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Genétipo

Legenda: H1: Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP); H2: Hospital Federal de Bonsucesso (HFB); H3:
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE); H4: Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD) e HS: Hospital dos

Servidores do Estado (HSE).

Entre as 10 amostras de S. marcescens foram encontradas 3 genétipos, sendo o

gendtipo A presente em 7 amostras ¢ em 4 hospitais (HUAP, HFB, HUPE e HSE), conforme

a Figura 12. Quanto a relagdo dos genétipos com a presenca do gene blactx.m podemos

relatar que o grupo CTX-M-2 foi encontrado no genotipo A, no hospital HUPE em 2008. O

grupo CTX-M-8 foi encontrado no gendtipo C, no hospital HUAP em 2008 e o grupo CTX-

M-9 no genotipo B, no hospital HNMD em 2008. Nao foi detectado o gene blactx-m em 6

amostras de S.marcescens.



Figura 12. Dendograma das 10 amostras de S.marcescens produtoras de ESBL
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Legenda: H1: Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP); H2: Hospital Federal de Bonsucesso (HFB); H3:
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE); H4: Hospital Naval Marcilio Dias (HNMD) e HS: Hospital dos

Servidores do Estado (HSE).
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6. DISCUSSAO

Bactérias produtoras de ESBL sdo um problema mundial, particularmente em paises
da América Latina e especialmente no Brasil, onde elevadas taxas de enterobactérias

produzindo ESBL tem sido encontradas (SUPERTI et al, 2009).

Devido a escassez de dados na literatura brasileira, este estudo foi realizado a fim de
se obter informagdes consistentes e representativas a respeito das caracteristicas genotipicas e
epidemioldgicas das enterobactérias produtoras de ESBL, em hemocultura, isoladas em

hospitais sentinelas da ANVISA, localizados no Rio de Janeiro.

A prevaléncia das amostras pertencentes a Familia Enterobacteriaceae produzindo
ESBL avaliados no presente estudo foi de 41%, uma porcentagem maior do que a descrita
anteriormente no Brasil, que foi de 29% em um estudo multicéntrico realizado no Rio Grande
do Sul (MENDES et al, 2000) ¢ de 24% em um estudo em Curitiba (NOGUEIRA et al.,
2006). A prevaléncia de ESBL em enterobactérias no Brasil ¢ considerada elevada quando
comparada com outras partes do mundo, como na Polonia (11,1%) (EMPEL et al, 2008), na

Italia (7,4%) (LUZZARRO et al, 2006) ¢ na Franga (1,7%) (GALAs et al, 2008).

Estes resultados s3o relevantes, pois o grande niimero de amostras de hemocultura
evidéncia os riscos associados as infec¢des por esses micro-organismos, pois muitos autores
relacionam a bacteremia por micro-organismos produtores de ESBL a maior mortalidade,
permanéncia nos hospitais e elevados custos (TUMBARELLO et al, 2007; TUMBARELLO
et al, 2010). Os relatos da presenca de ESBL em amostras clinicas de pacientes com infecgdes
sdo importantes para adequar o tratamento e reduzir a mortalidade (SCHWABER;

CARMELI, 2007; MARCHAIM et al, 2010).

A prevaléncia de K. pneumoniae produtora de ESBL, no presente estudo foi de 52%,
sendo considerada mais elevada do que nos estudos do programa SENTRY que foi de 48%
(SADER et al., 2001) e nos relatos de amostras clinicas dos hospitais no Rio Grande do Sul e
no Maranhdo que foram 44% e 50%, respectivamente (WOLLHEIM, et al, 2011; ABREU et
al, 2011). No Brasil, esta espécie ¢ frequentemente encontrada produzindo ESBL, com uma
frequéncia de aproximadamente de 50%, ao contrario dos 5% nos Estados Unidos e Japao,
15-20% na Europa e 20-50% nos paises asidticos (SADER et al,2001; NOGUEIRA et al,
2006; TURNER, 2005; GALES; SADER; JONES, 2002; VILLEGAS et al, 2008).

Uma comparagdo entre os resultados da resisténcia a ceftazidima, cefotaxima e

aztreonam revelaram que a cefotaxima foi a droga mais sensivel para detectar a producdo de

ESBL, como encontrada em outro trabalho realizado no Brasil (DIAS et al, 2008). O elevado
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percentual de resisténcia a cefotaxima reforca os resultados da grande producdo de CTX-M
neste estudo, onde esta enzima ¢é caracterizada pela maior capacidade de hidrolisar a
cefotaxima, do que a ceftazidima (MATSUMOTO et al, 1988). Segundo Drieux e
colaboradores, em 2008, se a cefotaxima ¢ um melhor indicador de produ¢do de CTX-M, a
ceftazidima ¢ melhor para outras ESBLs. Isso mostra a importancia de se usar as duas
cefalosporinas para deteccdo de todos os tipos de ESBL, ja que os substratos preferidos pelas

enzimas diferem significativamente.

A resisténcia a cefoxitina detectada em algumas amostras de K. pneumoniae ¢ E. coli
sugere a producdo de f-lactamase do tipo AmpC plasmidial, pois esta tem sido frequente
nestas espécies, sendo a cefoxitina usada como um marcador, onde o antibidtico ¢ degradado
pela AmpC, mas ndo pelas ESBL. No entanto, ¢ dificil afirmar somente pelo teste fenotipico,
sendo necessarios estudos genotipicos posteriores para uma conclusdo final. Outros
mecanismos também sdo provaveis para resisténcia a cefoxitina como a redugdo da
permeabilidade ou hiperproducdo de B-lactamases de pequeno espectro (NIKAIDO, 2003;
BLACK; MOLAND; THOMSON, 2005; MARTINEZ-MARTINEZ, 2008). Quanto as
amostras de E.cloacae e S. marcescens, todas apresentaram resisténcia a cefoxitina. Isto se
deve ao fato dessas espécies serem hiperprodutoras intrinsecamente de beta-lactamases do

tipo AmpC cromossomicas, quando induzidas.

A inclusdo da cefepima no teste fenotipico como substrato para deteccdo de ESBL, ao
lado da ceftazidima e cefotaxima, ¢ um fator importante, pois altos niveis de expressdo de
AmpC tém efeito minimo na atividade de cefepima, o que faz dessa droga um agente de
deteccdo de ESBL na presenca de AmpC (LIVERMORE, 1995; HO et al, 2009; TOWNE et
al, 2010). No presente estudo, apesar de terem sido encontradas amostras sensiveis a cefepima
em cepas possivelmente produtoras de AmpC (E.cloacae e S. marcescens), foi observado, a

produgdo de pelo menos uma das beta-lactamases do tipo CTX-M, SHV e TEM.

Todas as espécies de enterobactérias produtoras de ESBL apresentaram alta
porcentagem de resisténcia ao sulfamethoxazol-trimetoprim (86.8%), ciprofloxacina (77.7%)
e gentamicina (45.5%), exceto para as amostras de S. marcescens que mostraram maior
resisténcia para amicacina ao invés da gentamicina. A co-resisténcia para outras classes de

antimicrobianos que nao os beta-lactimicos entre os micro-organismos produtores de ESBL e

KPC tem sido relatada em muitos outros estudos e pode ser devido a simultanea transferéncia
de genes de resisténcia via plasmideos e integrons (MINARINI et al, 2008). Assim, a
producdo de ESBL ¢ frequentemente acompanhada por multirresisténcia as outras classes de

antibioticos, de forma que diminuem bastante as op¢des de tratamento em pacientes com
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infec¢des com estas enzimas (MARTINS et al, 2006).

Neste estudo, o tipo predominante de ESBL foi o CTX-M, presente em 87% das
amostras de ESBL positivas. O grupo CTX-M se disseminou primeiramente na América do
Sul (RADICE et al., 2002) sendo o tipo prevalente no Brasil, segundo trabalhos realizados em
Sao Paulo ¢ no Rio Grande do Sul (TOLLENTINO et al, 2011; WOLLHEIM et al, 2011;
ABREU et al, 2011) e em outros paises da América Latina (VILLEGAS et al, 2008).
Atualmente, ¢ também o tipo predominante em outras regides do mundo (GOVINDEN et al.,
2007; CANTON; COQUE, 2006), sendo considerado um grupo crescente de ESBLs,
inclusive em infec¢des ambulatoriais (ROSSOLINI; D'ANDREA; MUGNAIOLI, 2008). E
provavel que esta frequéncia elevada se deva a disseminagdo de plasmideos codificadores de
CTX-M situados em elementos genéticos moveis (TOLLENTINO et al, 2011).

Entre os tipos de CTX-M houve uma predominancia do gene CTX-M-15 na maioria
dos genotipos, das amostras de K. pneumoniae e de E. coli, em mais de um hospital no Rio de
Janeiro e em diferentes periodos. Esse fato ¢ muito preocupante, pois este gene tem sido
frequentemente associado a surtos em hospitais e na comunidade, em muitos continentes e
paises como a Russia, o Reino Unido, a india, a Espanha, a Austria, o Canada, os EUA ¢ a
Suécia, devido a um clone epidémico em E.coli, representado pela sequéncia tipo 131
(ST131) e sorotipo 025:H4 (NICOLAS-CHANOINE et al, 2008; PEIRANO; PITOU, 2010).
Em K. pneumoniae, o CTX-M-15 também tem sido associado a clones epidémicos resistentes
a ciprofloxacina na Hungria, Espanha e Coréia, representados pelo ST11 e ST15
(DAMJANOVA et al, 2008; OTEO et al, 2009; SHIN; KIM; KO, 2011). Na América do Sul,
o CTX-M-15 foi relatado pela primeira vez em 2004, em amostras de E. coli no Peru, na
Bolivia ¢ na Colombia (PALLECCHI et al, 2004;VALENZUELA et al, 2006). No Brasil, o
CTX-M-15 foi identificado em amostras clinicas de K. pneumoniae e de E. coli em Sao
Paulo (TOLLENTINO et al, 2011; CERGOLE-NOVELLA et al, 2010). No Rio de Janeiro
este gene foi encontrado relacionado a um clone dominante, em E. coli, pertencente ao
ST410 e também ao ST131, mas este tltimo ndo estava associado a um gendtipo dominante.

(PEIRANO et al, 2011). A alta deteccao do gene CTX-M-15 neste trabalho pode estar

atribuida provavelmente a disseminacdo clonal desse gene de resisténcia que se tornou

endémico e que estdo circulando entre os hospitais no Rio de Janeiro.

A predominancia do grupo CTX-M-2 em amostras de P. mirabilis e também em outras
espécies de enterobactérias, reforca os frequentes relatos de que este grupo estd disseminado
pelos paises da América do Sul, como Argentina, Bolivia e Peru (QUINTEROS et al, 2003;
CELENZA et al, 2006; VILLEGAS et al, 2008) ¢ também no Brasil (GARCIA et al, 2008,



86

MINARINI et al, 2009; LOPES et al, 2010; TOLENTINO et al, 2011, ANDRADE et al,
2011).

Os grupos CTX-M-8 e CTX-M-9 foram descritos pela primeira vez no Brasil em
amostras de Citrobacter amalonaticus ¢ E. cloacae (BONNET et al, 2000b) ¢ em
K.pneumoniae, E. cloacae, S. marcescens e C.freundii (BONNET et al, 2001),
respectivamente. Apesar dos dados escassos sobre esses grupos foram relatados recentemente
em K. oxytoca e K. pneumoniae em Sio Paulo (CLIMACO et al, 2010) e também em K.
pneumoniae produtora de KPC (PEIRANO et al, 2009).

Quanto ao gene que codifica o tipo SHV, estes foram detectados em 65% do total de
amostras, sendo encontradas em seis espécies de enterobactérias, das quais em K. pneumoniae
a prevaléncia foi de 90%. Apesar da maioria das enzimas deste grupo serem ESBL, ndo
podemos deixar de comentar de que as epécies de K. prneumoniae possuem o gene
cromossdmico intrinseco de blaspy.; , que ndo codifica uma ESBL, portanto a elevada
porcentagem do tipo SHV em amostras de K.pneumoniae pode ser devido ao fato deste gene
blaspy.1 ser ubiquitario nesta espécie (TOLLENTINO et al, 2011), entretanto em cinco

amostras desse micro-organismo nao foram detectados o gene blasuy.

Em relacdo ao gene que codifica o tipo TEM, estes foram detectados também em 65%
do total de amostras, presentes em todas as espécies de enterobactérias, das quais em
P.mirabilis a prevaléncia foi de 91%. Observamos nesse estudo que o gene TEM geralmente
estava presente em associacdo com os genes SHV e/ou CTX-M, exceto para 5 amostras (E.
cloacae, E. coli, S. marcescens e M. morganii). Nao foi possivel afirmar para esse gene do
tipo TEM, a responsabilidade para o fenotipo de ESBL, uma vez que nem todos as enzimas

deste grupo, codificam genes ESBL.

Experimentos adicionais como sequenciamento dos amplicons de DNA (SHV, TEM e
CTX-M) bem como experimentos para avaliar a mobilizacdo de genes codificando ESBL

serdo necessarios para completar a identificacdo das B-lactamases produzidas pelas amostras
na presente investigagao.

Neste estudo, observamos que quase todos as amostras carreavam pelo menos um
determinante genético pertencendo aos genes das familias blacrx-m, blaspy € blatem , com
excessdo de uma amostra de K. pneumoniae (CCBH4064) no qual ndo foram encontrados
nenhum desses tr~es genes pesquisados, porém a amostra apresentou resisténcia as
cefalosporinas de 3° geracdo e teste fenotipico positivo para ESBL. Nesta bactéria, outros
relevantes tipos de ESBLs, como VEB, PER, entre outras enzimas com atividade de espectro

estendido ou outros mecanismos de resisténcia, como a diminui¢do da permeabilidade da
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membrana externa, a hiperexpressdo de bomba de efluxo, e a producdo de plasmideo
mediando f-lactamases do tipo AmpC podem explicar este resultado (TOLLENTINO et al,
2011).

Em relagdo as amostras produtoras de KPC, existem relatos de que esta enzima ja tem
sido descrita mundialmente (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009; CUZON et al, 2010),
inclusive no Brasil (MONTEIRO et al, 2009; PAVEZ; MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009;
PEIRANO et al, 2009, SEKI et al, 2011; ANDRADE et al, 2011). Entre as amostras de K.
pneumoniae produtoras de KPC estudadas a maioria foi do gendtipo A, denominado clone
“Kp-RJ”. Este clone recebeu este nome, pois foi descoberto em K. pneumoniae e se
encontrava disseminado por varios hospitais no Rio de Janeiro (SEKI et al, 2011). Esse clone
pertence ao ST437, que ¢ um unico locus variante do ST11 e do ST258. O ST258 ¢ um
clone globalmente disseminado e associado com a producdo de KPC em diferentes paises da
América do Norte, Europa ¢ Asia (ANDRADE et al, 2011). J4 o ST11 em K. pneumoniae foi
reportado pela primeira vez na Franca em 1997 e atualmente ¢ predominante na China,
Coréia, Hungria, e também tem sido detectado na Holanda, Noruega, Polonia, Portugal e
Espanha (BARANIAK et al, 2009; CUZON et al, 2010; KO et al, 2010; RHEE et al, 2010;
TOTH et al, 2010; QI et al, 2011). Este ST11 tem sido extensivamente associado com
diferentes ESBLs, principalmente o tipo CTX-M-15 ¢ CTX-M-14 (OTEO et al, 2009; TOTH
et al, 2010; KO et al, 2010) ¢ mais recentemente com KPC-2 (BARANIAK et al, 2009;
SAMUELSEN et al, 2009; QI et al, 2011) e a enzima VIM (KRISTOF et al, 2010). No Brasil,
o ST11 foi descrito inicialmente em Pernambuco ¢ Minas Gerais (CUZON et al, 2010; SEKI
et al, 2011), mas dados nao publicados do LAPIH relatam que este ST11 esta disseminado
por outras cidades brasileiras. Ja o clone ST437, descrito primeiramente no Rio de Janeiro e

Espirito Santo (SEKI et al, 2011) também esta disseminado pelos Estados do Ceara e Santa

Catarina e no Distrito Federal (dados ndo publicados do LAPIH), apresentando um grau de
epidemicidade semelhante aos reportados para os outros membros do complexo clonal (CC)
258. Estes achados de KPC, mostram claramente o envolvimento de clones na disseminagao

e manutencao de patdgenos multirresistentes.

Uma observagao importante ¢ que os trabalhos descritos no Brasil, em amostras de K.
pneumoniae produtoras de KPC-2, tém sido associados com diferentes grupos de CTX-M
como o CTX-M-2 (CUZON et al, 2010; MONTEIRO et al, 2009; PEIRANO et al, 2009),
CTX-M-1, CTX-M-8 (PEIRANO et al, 2009) e agora o CTX-M-15 encontrados neste estudo.
Essa frequente associagdo de CTX-M com amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC

neste e outros estudos parece refletir a aquisi¢do de plasmideos transmissiveis ou transposons
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carreando o gene blagpc, por amostras locais endémicas ou por plasmideos transmissiveis
abrigando blacrx-m por clones epidémicos de bactérias produtoras de KPC (CURIAO et al,
2010). Outra importante obsevacgdo foi que a enzima KPC esteve presente no mesmo genotipo
onde a maioria das amostras ndo foram produtoras de KPC, mostrando portanto a provavel
aquisi¢do do gene blakpc.o por amostras endémicas abrigando o gene CTX-M-15 ou por
clones epidémicos de K.pneumoniae.

O gene blaxpc ndo foi detectado em nove amostras de E. cloacae resistentes somente
ao ertapenem, isto pode ser devido a outros mecanismos de resisténcia como uma associacao
entre a producdo da enzima CTX-M ou AmpC e a perda da porina, que também ¢
responsavel pela diminui¢do da susceptibilidade aos carbapenemas, como relatado em outro
trabalho (YANG; GUO; ZHANG, 2009).

O estudo da diversidade genomica das amostras produtoras de ESBL no presente
estudo permitiu observar a ocorréncia, a0 mesmo tempo, da disseminacdo de clones
resistentes, que conseguiram persistir pelo periodo estudado no ambiente hospitalar, bem
como a transmissdo de plasmideos contendo os genes de resisténcia. Esse fato ¢ evidenciado
com o achado dos mesmos genotipos, em diferentes hospitais. Vale ressaltar que os gendtipos
ndo estavam restritos a determinadas areas hospitalares, estando presentes em Centros de
Tratamento Intensivos e também em outras unidades de internagdo como enfermaria e centro
cirargico.

Em K. pneumoniae, apesar da diversidade de genotipos encontrados, pode-se observar
o envolvimento de clones produtores de ESBL e de KPC, com a predominancia do gene
CTX-M-15, diferentemente dos relatos no Brasil, onde a produ¢do de CTX-M-2 ¢ mais
frequente, mostrando assim uma nova tendéncia para as amostras no Rio de Janeiro.

Em E.coli, apesar da diversidade de genotipos, os resultados deste estudo estdo de
acordo com estudos anteriores, em amostras de E.coli no Rio de Janeiro (PEIRANO et al,
2011), onde o gene CTX-M-15 estava presente em 70% das amostras. Peirano e
colaboradores, em 2011 também encontraram outros tipos de CTX-M, o CTX-M-8, CTX-M-3
e CTX-M-2, como evidenciado no presente trabalho onde foram detectados os grupos CTX-
M-8 e CTX-M-2, apesar da determinagdo somente do grupo filogenético.

Para as amostras de E. cloacae, a disseminagdo foi principalmente policlonal, onde o
CTX-M dos grupos 1 e 9 foram encontrados. Ja para as amostras de P.mirabilis e S.
marcescens o estudo da diversidade gendmica mostrou um possivel envolvimento de clones
destas espécies, disseminados pelos hospitais no Rio de Janeiro. Estes dados sdo importantes,

pois existem poucos relatos no Brasil sobre a epidemiologia molecular dessas espécies.
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Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que as f-lactamases do tipo
CTX-M se disseminaram provavelmente de forma horizontal e também vertical, através da
mobilizacdo de elementos genéticos moveis e de clones endémicos, em varias espécies
diferentes de enterobactérias. O gene CTX-M-15 foi predominante nos hospitais estudados,

em E.coli e K. pneumoniae.

As carbapenemases vém se disseminando entre as enterobactérias e sdo um importante
mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos, mas para as amostras de E. cloacae que nao
apresentaram o gene blagpc € foram resistentes somente ao ertapenem, varios autores relatam
a reducdo da permeabilidade como importante mecanismo de resisténcia ao ertapenem,
principalmente quando associado as B-lactamases , do tipo CTX-M (DOUMITH et al, 2009;
LEAVITT et al, 2009; HERNANDEZ; CONEJO; PASCUAL, 2010).

Os dados deste estudo sdo relevantes para a Satde Publica, pois permitem o
conhecimento da epidemiologia molecular das espécies importantes como a K. pneumoniae e
E. coli, além das outras espécies de enterobactérias que sdo pouco descritas no Brasil,

permitindo assim refor¢ar o monitoramento e implantar medidas de controle.

O conhecimento dos mecanismos de resisténcia aplicados ao rapido diagndstico
laboratorial de bactérias multirresistentes ¢ de crucial importancia para a antibioticoterapia
apropriada, principalmente em amostras de hemocultura, a fim de fornecer a melhor escolha

de tratamento e o controle da disseminagdo da resisténcia bacteriana.
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7. CONCLUSOES

A espécie bacteriana produtora de ESBL mais frequentemente isolada em hemocultura foi a

K. pneumoniae;

Um total de 28% das enterobactérias isoladas de hemocultura produtoras de ESBL eram de

pacientes internados em Centros de Terapia Intensiva;

A maioria das enterobactérias resistentes as cefalosporinas de espectro estendido apresentou
também diminui¢do de sensibilidade aos sulfametoxazol-trimetoprim, ciprofloxacina e

gentamicina;

A prevaléncia de CTX-M em enterobactérias foi elevada nos Hospitais estudados no Rio de
Janeiro, tendo sido encontrada em diversas espécies de enterobactérias. As cinco espécies
com maior prevaléncia de CTX-M foram K. pneumoniae, seguidas de E. cloacae, E. coli, P.

mirabilis e S. marcescens;

A ESBL predominante foi a do tipo CTX-M, principalmente a CTX-M-15. A maioria das
amostras produtoras de CTX-M (70%) co-produziram também SHV e/ou TEM;

O gene CTX-M-15 foi predominante em K. pneumoniae ¢ E. coli na maioria dos genotipos;

A carbapenemase do tipo KPC-2 foi encontrada nos hospitais HFB, HUAP e HUPE, tanto em
2007 quanto 2008, sendo a maioria co-produtora também de CTX-M, TEM e SHV;

A andlise do polimorfismo clonal em K.pneumoniae evidenciou que as amostras produtoras
de KPC eram altamente relacionadas, principalmente o gendtipo A, e que além de codificarem
a enzima KPC também produziram a enzima CTX-M-15. Quanto as amostras de
K.pneumoniae produtoras de ESBL, apesar da diversidade genética, pode-se observar a

predominancia de determinados clones disseminados pelos hospitais estudados;
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» A andlise da diversidade clonal para as outras enterobactérias como E. coli, P. mirabilis e S.

marcescens evidenciou-se também a presenca de clones predominantes disseminados pelos

hospitais estudados;

» A presenca de clones epidémicos em amostras produtoras de KPC e de CTX-M-15
disseminados entre os hospitais no Rio de Janeiro sdo dados importantes para a Satde
Publica no Brasil. O conhecimento da epidemiologia molecular desses patdogenos
multirresistentes permite a implementacdo de medidas de controle, a fim de minimizar a

disseminacdo das infecgdes relacionadas a assistécia a saude.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Serdo realizados o sequenciamento dos genes blarpm € blaspy de todas as epécies de

enterobactérias;

Sera realizado sequenciamento do gene blacrx-m-15das outras espécies de enterobactérias;

As amostras bacterianas resistentes a cefoxitina serdo submetidas a pesquisa de beta-

lactamases do tipo AmpC;

Pesquisas como presenga de integrons e transposons, analise plasmidial e conjugacdo serdo

realizadas a fim de complementar os resultados obtidos;

A amostra com teste fenotipico positivo e genotipico negativo para a producdo dos genes

SHV, TEM e CTX-M serdo investigadas quanto a presenca de outros tipos de ESBLs;

Tipagem molecular por “Multilocus Sequence Type” (MLST) dos clones predominantes

serdo realizados a fim de complementar os resultados obtidos;

O artigo intitulado “ Molecular Characterization of Extended-Spectrum Beta-Lactamase-
producing- Enterobacteriaceae isolated from bloodstream infections in Rio de Janeiro,

Brazil” serd submetido para avaliacdo na Microbial Drug Resistance.
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Molecular epidemiology of KPC-2- producing Klebsiella pneumoniae
isolates in Brazil: the predominance of sequence type 4377
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Abstract

The aim of this study was to investigate the genetic relatedness of 57 KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae isolates from 5 states in
Brazil, during 2006-2009. Pulse-field gel electrophoresis analysis identified 10 pulsotypes. The pulsotype designated as Kp-RJ (Klebsiella
pneumoniae—Rio de Janeiro) was the dominant clone found in the states of Rio de Janeiro and Espirito Santo. Multilocus sequence typing of
Kp-RJ assigned it to ST 437. Sequence types ST11, ST16, ST25, ST70, ST101, ST105, ST423, ST442, and ST443 were also identified.
These results indicate the dissemination of a successful KPC-producing clone (ST437) in Brazil, which is a single locus variant of ST258.
© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: K. pneumoniae; KPC-2; PFGE; MLST: Brazil

of KPC-2 in K. pneumoniae occurred in 2006 from patients
hospitalized in Pernambuco, Rio de Janeiro, and Sdo Paulo
states (Monteiro et al., 2009; Pavez et al., 2009; Peirano et
al., 2009). In addition, KPC-2 has been reported in Entero-
bacter cloacae and Escherichia coli isolated in the states of
Rio Grande do Sul and Rio de Janeiro (Ledo et al., 2011;
Zavascki et al., 2009).

The aim of this study was to investigate the molecular

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) was first
reported in a K. pneumoniae strain from the USA in 1996
(Yigit et al, 2001), since then it has been described
worldwide (Cuzon et al., 2010). In Brazil, the first detection
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epidemiology of 57 clinical isolates of KPC-2—producing K.
pneumoniae from hospitalized patients. The isolates were
submitted to our laboratory in the period of 2006—2009 from
11 tertiary-care hospitals located in the states of Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais (Southeastern Brazil),
Goias (Midwestern Brazil), and Pernambuco (Northeastern
Brazil), as part of the Bacterial Nosocomial Infection
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Resistance Surveillance network (Fig. 1). These isolates
were submitted based on resistance or reduced susceptibility
for carbapenems (MIC of >2 pg/mL to ertapenem or MIC of
2—4 pg/mL to meropenem or imipenem). Species identifi-
cation was performed with the automated Vitek System
(bioMérieux, Marcy, I’Etoile, France).

All isolates were positive by the modified Hodge test.
blagpc gene was detected in all isolates by polymerase
chain reaction, and sequencing of the amplicons showed
100% sequence identity with blaxpc.o. Sequencing and
analysis were performed according to Otto et al. (2008).
blactxa blasiy, and blarey were detected in 74%, 91%,
and 67% of the isolates, respectively. These findings are in
agreement with previous Brazilian reports which described
the co-production of blactx-n and blasyy in KPC-producing
K. pneumoniae isolates (Cuzon et al., 2010; Monteiro et al.,
2009; Peirano et al., 2009).

Antimicrobial susceptibility testing was performed using
Etest (bioMérieux) and disk diffusion. The MICs,00 values
for imipenem, meropenem, and ertapenem were 4/32, 8/32,
32/32 pg/mL, respectively. Considering the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) breakpoints of
January 2010 and June 2010, the percentage of resistance
for imipenem, meropenem, and ertapenem was 42/86%, 33/
91%, and 95/100%, respectively (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2010a,b). These data demonstrated that
the CLSI breakpoints of January 2010 would result in
underdetection (phenotypically) of KPC-producing isolates.
All isolates were resistant to third-generation cephalosporins
and monobactams (aztreonam), while 81% were resistant for
cefepime. In addition, co-resistance for amikacin (28%),
ciprofloxacin (97%), gentamicin (49%), colistin (14%;
MICsg00: 2/4 pg/mL), and trimethoprim—sulfamethoxazole
(81%) was observed. The co-resistance for colistin has been
recently reported (Suh et al., 2010; Téth et al., 2010) which
has served to limit the available therapeutic options. Based
on the US FDA Enterobacteriaceae breakpoints (<2, 4, and
>8 pg/mlL), all the isolates were susceptible or showed
intermediate susceptibility for tigecycline (MICsg/00 value of
2/4 pg/mL) as described previously (Bogaerts et al., 2010).

The pulse-field gel electrophoresis (PFGE) analysis, after
digestion with Xbal, resulted in 10 pulsotypes (A-J)
displaying >80% similarity (Dice coefficient) within each
type. The results showed that 68% (39/57) of these isolates
were clonally related (pulsotype A), designated as Kp-RJ
(Klebsiella pneumoniae—Rio de Janeiro). The Kp-RJ clone
was identified in 6 different hospitals in the states of Rio de
Janeiro (n = 36) from 2007 until 2009 and in 2 hospitals in
the state of Espirito Santo (n = 3) between 2008 and 2009.
The pulsotype C (n = 5) from 2006 to 2009 was found in 2
states (Pernambuco and Minas Gerais). The other pulsotypes
represented single clones (F, G, H, I, and J) or clones
disseminated within the same hospital (B, D, and E) (Fig. 1).

Multilocus sequence typing (MLST) was performed
according to the K. pneumoniae MLST website (http:/www.
pasteur. fi/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html)

for 18 selected isolates, including all pulsotypes from
different hospitals of 5 states in Brazil. The dominant Kp-
RJ clone was typed to sequence type (ST) 437 (allelic
profile: 3-3-1-1-1-1-31). ST437 is a single-locus variant
(SLV) of the ST258 (allelic profile: 3-3-1-1-1-1-79) clone
that has been associated with the dissemination of KPC
worldwide (Fig. 1).

The pulsotype C belonged to ST11 (allelic profile: 3-3-1-1-
1-1-4; Fig. 1). ST11 is also a SLV of ST258 (Samuelsen ct al.,
2009) which has been associated with KPC-producing isolates
from South Korea (Rhee et al., 2010), CTX-M-15-producing
K. pneumoniae isolates from Hungary and Spain (Damjanova
et al., 2008: Oteo et al.. 2009), as well as colistin-resistant K.
pneumoniae from South Korea (Suh et al., 2010). Recently,
Cuzon et al. (2010) described blagpc.,—positive ST11 isolates
from Pernambuco. The genetic relatedness of ST437 and ST11
with ST258 is of concern as these likely represent clones with a
large epidemic potential for further dissemination.

ST16, ST70, ST101, ST105, and ST423 were also
detected in Rio de Janeiro, as well as ST25, ST442, and
ST443 identified in Espirito Santo and Goias (Fig. 1). This
indicates a horizontal gene transfer of blaxpc to different
clones of K. pneumoniae through the transfer of either
plasmids or transposons (Tn4401) previously proven to be
able to mobilize blagpc mobility (Cuzon et al., 2010;
Nordmann et al., 2009).

In conclusion, although several PFGE and MLST
types were identified, the dissemination of KPC-producing
K. pneumoniae in Brazil is dominated by 2 sequence
types (ST437 and ST11) that are closely related to the
epidemic ST258 clone which has disseminated worldwide.
The recognition of a particular KPC clone is an important
step toward developing additional targeted strategies to
prevent the spread of this pathogen in our country.
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