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RESUMO

A producéo de B-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL) tem emergido como um
importante mecanismo de resisténcia a antimicrobianos B-lactdmicos e sua
prevaléncia, embora elevada, ainda é subestimada, devido as dificuldades na
deteccdo laboratorial desta enzima. Este trabalho tem como objetivo avaliar os
diferentes métodos fenotipicos de deteccdo laboratorial de ESBL em isolados
clinicos de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e Escherichia coli provenientes
de pacientes internados no Hospital de Clinicas da UFPR, previamente
caracterizadas por métodos moleculares, além de avaliar os melhores substratos
para a pesquisa de ESBL, a deteccao fenotipica das enzimas AmpC e KPC e avaliar
as concentragdes inibitérias minimas e sensibilidades dos diferentes antimicrobianos
testados. Foram analisadas 160 amostras de E. coli (32), K. pneumoniae (122) e K.
oxytoca (6) previamente caracterizadas por métodos moleculares. Os testes de
dupla difusdo e discos combinados detectaram 96,3% e 99,4% das amostras
produtoras de ESBL, respectivamente. No método de triagem a cefpodoxima
(99,4%) foi o melhor substrato, seguido da cefotaxima (97,5%) e no teste de dupla
difusdo o substrato que obteve maior positividade na deteccdo de ESBL foi a
ceftriaxona (92,5%), seguido pelo cefepime (91,3%), aztreonam (89,4%) e
ceftazidima (80,6%). Em relacao aos substratos utilizados na técnica de discos
combinados, a maior positividade apresentada foi de 93,1% para cefotaxima+acido
clavulanico, seguido de 91,9% para cefpodoxima+acido clavulanico e de 77,5% para
ceftazidima+acido clavulanico. A pesquisa fenotipica de outras B-lactamases
demonstrou que 8,8% das amostras podem ser produtoras de AmpC e 4,4% de
KPC, as quais serdo analisadas futuramente por métodos moleculares. Entre os
antimicrobianos avaliados o meropenem obteve a maior poténcia (ClIMs0<0,06
Mg/mL), seguido do ertapenem (CIMs0=0,06 pg/mL), e imipenem (CIMsp=0,12
pMg/mL). A maior sensibilidade foi observada para o imipenem (100%) € meropenem
(100%). A tigeciclina apresentou alta atividade (CIMgo=1 pug/mL), poténcia (CIMsy=0,5
Mg/mL) e sensibilidade (99,4%). Para todas as cefalosporinas e aztreonam a ClMso e
CIMgo foram elevadas. A sensibilidade as cefalosporinas de terceira geragdo e
aztreonam variaram de 5,3 a 10%, enquanto o cefepime apresentou 20% de
sensibilidade. Neste trabalho conclui-se que a avaliacdo dos métodos para a
deteccdao de ESBL depende da expressao fenotipica da B-lactamase presente,
sendo importante testar a maior variedade possivel de substratos nos laboratérios de
microbiologia.

Palavras-chave: B-lactamase. Deteccado fenotipica. Discos combinados. Dupla
difusao.



ABSTRACT

Production of Extended Spectrum B-Lactamase (ESBL) has emerged as an
important mechanism of resistance to B-lactam antimicrobial and its prevalence,
although high, is still underestimated due to difficulties in laboratorial detection of this
enzyme. This study aims to evaluate the different phenotypic methods of laboratorial
detection of ESBL in clinical isolates of Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca
and Escherichia coli from patients at the Hospital de Clinicas of UFPR previously
characterized by molecular methods, and evaluate the best substrates for the
detection of ESBL, the phenotypic detection of KPC and AmpC enzymes, evaluate
the minimum inhibitory concentrations and sensitivities of different antimicrobial
agents tested. We analyzed 160 samples of E. coli (32), K. pneumoniae (122) and K.
oxytoca (6). Tests for double disk synergy test and combination disk method detected
96.3% and 99.4% of samples producing ESBL, respectively. At the screening method
cefpodoxime (99.4%) was the best substrate, followed by cefotaxime (97.5%) and the
double disk synergy test the substrate that obtain more positive in the detection of
ESBL was ceftriaxone (92.5%), followed by cefepime (91.3%), aztreonam (89.4%)
and ceftazidime (80.6%). For the substrates used in the combination disc method,
the highest positivity was 93.1% presented to cefotaxime+clavulanic acid, followed by
91.9% to cefpodoxime+clavulanic acid and 77.5% for ceftazidime + clavulanic acid.
In the study of other phenotypic B-lactams showed that 8.8% of the samples may be
producing AmpC and 4.4% KPC which will be further analyzed by molecular
methods. Among the antimicrobial evaluated meropenem got the highest power
(MIC50<0.06 pg/mL), followed by ertapenem (MICs0=0.06 pg/mL) and imipenem
(MICs0=0.12 pg/mL). The highest sensitivity was observed for imipenem (100%) and
meropenem (100%). Tigecycline showed high activity (MICs,=0.5 ug/mL), power
(MICgo=1.0 ug/mL) and sensitivity (99.4%).Sensitivity to third generation
cephalosporins and aztreonam ranged from 5.3 to 10%, while cefepime showed 20%
of sensitivity. This work concluded that the evaluation of methods for detection of
ESBL depends on the phenotypic expression of present p-lactam and is important to
test the largest possible variety of substrates in microbiology laboratories.

Key words: B-lactam. Phenotypic detection. Combination disk method. double disk
synergy test.
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1 INTRODUCAO

A familia Enterobacteriaceae é composta por mais de 30 géneros e 130
espécies de bacilos gram-negativos, que podem ser responsaveis por qualquer tipo
de doenca infecciosa, além de serem isolados a partir de varias amostras clinicas.
Neste grupo, os géneros mais freqientemente isolados sado Escherichia spp,
Klebsiella spp, Enterobacter spp, Serratia spp, Proteus spp, entre outros
(SCHWABER et al., 2004).

Desde a década de 1940 as infecgbes causadas por estas bactérias
comecaram a ser ftratadas por um grupo especial de medicamentos, o0s
antimicrobianos. A cada introdugcdo de um novo agente, tem sido observado o
surgimento de eficientes mecanismos bacterianos capazes de neutraliza-los (LOWY,
2003) resultando nas ultimas décadas, em um rapido aumento da resisténcia,
apresentada por estes microrganismos (DZIDIC e BEDEKOVIC, 20083).

Uma das classes de antimicrobianos mais usualmente prescrita na pratica
terapéutica sdo os B-lactamicos. Entre eles as cefalosporinas de terceira e quarta
geragdo, monobactamicos e carbapenémicos sdo os mais utilizados no tratamento
de infecgbes causadas por enterobactérias em pacientes hospitalizados (MENEZES
E SILVA et al., 2006).

A resisténcia bacteriana freqlentemente encontrada face aos
antimicrobianos B-lactamicos é, na maioria das vezes, devida a producdo de B-
lactamase, podendo ser, associada ou nao, a reducdo na permeabilidade de
membrana devido a mutagao em porinas (LIVERMORE,1995).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos entre as bactérias gram-
negativas € um exemplo notavel de como as bactérias podem alterar, manter e
expressar novas informagdes genéticas que conferem resisténcia a uma ou a varias
drogas (WALSH et al., 2005).

Entre membros da familia Enterobacteriaceae a producédo de B-lactamase
de espectro estendido (ESBL — Extended Spectrum -Lactamase) tem emergido
como um importante mecanismo de resisténcia a antimicrobianos B-lactamicos.
Estas enzimas hidrolisam praticamente todos os [-lactamicos, exceto
carbapenémicos e cefamicinas (cefoxitina), sdo mediadas por genes plasmidiais ndo
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induziveis e sao inibidas por compostos como o acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam (DALMARCO, 2006).

As ESBL sao derivadas das enzimas TEM-1, TEM-2 e SHV que sofreram
mutagdes pontuais, com substituicAo de aminoacidos em sua estrutura, acarretando
na amplificagdo da atividade hidrolitica das enzimas originais (BRADFORD, 2001).
Existem outras ESBL que nado sofreram mutagdes pontuais, como a CTX-M, o grupo
mais importante, que contém mais de 80 variantes distribuidas em cinco grupos.
Outras variantes raramente encontradas sdo BES-1, BEL-1, TLA-1 e TLA-2, e SFO-1
(POIREL et al., 2008).

Os plasmidios que possuem o gene que codifica a producao de ESBL
também podem conter genes que codificam resisténcia a outros antimicrobianos
como aminoglicosideos, sulfonamidas, tetraciclina, quinolonas e cloranfenicol
(LIVERMORE, 1995).

A presenca da enzima ESBL ocorre principalmente em Klebsiella spp e
Escherichia coli, mas pode ser produzidas por outros membros da familia
Enterobacteriaceae, como Citrobacter spp, Enterobacter spp, Serratia spp, Proteus
spp, entre outros (CANTON et al., 2008).

Diversos testes fenotipicos para deteccao de ESBL foram criados baseados
no sinergismo entre uma cefalosporina de terceira geracdo e um inibidor de
B-lactamase, como o clavulanato. Podem ser citados como exemplos teste de dupla
difuséo, discos combinados e E-test® (KAHLMETER, 2008).

As ESBLs tém mostrado variavel expressao fenotipica. Enquanto uma ESBL
pode ter maior capacidade para hidrolisar drogas como a ceftriaxona ou cefotaxima,
outra pode ter maior capacidade de hidrolisar a ceftazidima ou aztreonam. A
deteccao laboratorial de cepas produtoras de ESBL é muito desafiadora, pois séo
necessarios diversos substratos especificos. A presenca de ESBL em uma bactéria,
nem sempre produz resisténcia as cefalosporinas detectavel pelos testes de
sensibilidade aos antimicrobianos realizados in vitro, ocorrendo, porém, a resisténcia
in vivo quando as infec¢oes séo tratadas com esses antimicrobianos (MACKENZIE
et al., 2002).

Embora cepas bacterianas produtoras de ESBL tenham sido descritas em
quase todos os continentes, acredita-se que os dados de prevaléncia sejam
subestimados, isso porque os testes de sensibilidade aos antimicrobianos
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rotineiramente utilizados tém dificuldades em detectar a producdo de ESBL nestas
amostras (GALES et al., 1997).

A presenca de falhas na detecgao de ESBL além de dificultar a identificagao
correta de surtos, interfere diretamente na tomada de medidas de controle para
prevenir sua disseminacdo em ambientes hospitalares, tornando imprescindivel o
conhecimento de métodos laboratoriais que ajudem em uma correta detecgéo e

identificagao destes mecanismos de resisténcias.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar os diferentes métodos fenotipicos de deteccao laboratorial de ESBL
em isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e Escherichia coli
provenientes de pacientes internados no Hospital de Clinicas da Universidade

Federal do Parana, previamente caracterizadas por métodos moleculares.

1.1.2 Objetivos especificos

e Verificar a sensibilidade dos métodos confirmatorios utilizados na detecg¢ao de
ESBL.

e Determinar o melhor substrato entre as cefalosporinas e/ou monobactans

utilizados na rotina laboratorial para os testes de triagem e confirmatdérios.

e Avaliar as Concentragdes Inibitérias Minimas e sensibilidades dos diferentes
antimicrobianos testados.

e Determinar a presenca de outras B-lactamases presentes através de métodos
fenotipicos.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

As enterobactérias representam no ambiente hospitalar, um grande
problema a ser enfrentado, principalmente por apresentarem resisténcia a varias
classes de antimicrobianos, dificultando assim, a conduta terapéutica. Estudos de
vigilancia de resisténcia aos antimicrobianos nestes ambientes demonstram que em
paises da América Latina a resisténcia em bacilos gram-negativos é mais
preocupante que em gram-positivos (SADER, 2000).

A resisténcia a esses medicamentos pode ser caracterizada como intrinseca
ou natural, e é tipicamente caracteristica da espécie e adquirida, cujas espécies em
seu estado original sdo sensiveis a um determinado antimicrobiano e que, por
pressdo seletiva, passam a ser resistentes. Na resisténcia intrinseca, os
microrganismos nao apresentam o alvo apropriado para o antimicrobiano ou
possuem barreiras naturais que previnem o agente de alcangar o alvo. A resisténcia
adquirida reflete uma verdadeira modificacdo na composi¢cdo genética de uma
bactéria, o que faz com que um antimicrobiano eficaz deixe de ser ativo contra
determinado microrganismo (KAYE et al., 2000). A resisténcia adquirida se deve a
modificacdes genéticas por mutacdo pontual, aquisicdo exdgena de DNA, como
transformacao, transducédo e conjugacgao, ou rearranjos intra-moleculares no DNA,
como transposons e integrons (STEINKE e DAVEY, 2001).

As bactérias podem desenvolver multiplos mecanismos de resisténcia
contra um Unico agente ou a classes de agentes. Uma Unica alteragdo bacteriana
pode resultar no desenvolvimento de resisténcia a diferentes antimicrobianos (KAYE
et al.,, 2000) e em algumas cepas, 0s mecanismos podem co-existir tornando-as
multirresistentes aos antimicrobianos (STEINKE e DAVEY, 2001).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, segundo Walsh (2000),
podem ser classificados quanto a reducao da afinidade pelos sitios de ligacdo da
droga, alteracdo da permeabilidade da membrana externa e degradag¢ao da droga,

0s quais serdo explicados a sequir.
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2.2 MECANISMOS DE RESITENCIA

2.2.1 Reducao da afinidade pelos sitios de ligacdo da droga (PBPs)

Durante a sintese da parede celular as bactérias mantém a presséo
osmdtica interna, pois apresentam estrutura da parede celular rigida. A unido de
precursores da parede celular ocorre por catédlise de enzimas especificas e de
proteinas reguladoras, as PBPs. Quando a bactéria estd exposta ao antibiético e
este se liga as PBPs, enzimas autoliticas séo liberadas na membrana da célula,
degradam a parede celular e levam a lise celular (ROSSI E ANDREAZZI, 2005).

As B-lactamases nas bactérias gram-negativas estao localizadas no espaco
periplasmatico, podendo alcangar maiores concentragdes e agirem mais eficazmente
sobre os B-lactamicos que estdo atravessando este espaco para atingir seu alvo. O
alvo destes antibiéticos sdo as PBPs. A reducao da afinidade dos antimicrobianos
pelas PBPs, situadas na membrana citoplasmatica bacteriana ocorre por
substituicdo de um aminoacido e esta alteragdo impede a ligacdo da droga (RICE,
2001).

A modificacdo das PBPs é o principal mecanismo de resisténcia bacteriana
aos [-lactamicos observada em cocos gram-positivos e algumas bactérias
fastidiosas gram-negativas como Neisseria gonorrhoeae (SANDERS e SANDERS,
1992).

2.2.2 Alteracdo da permeabilidade da membrana externa

A alteracdo de permeabilidade da membrana externa pode constituir um
mecanismo de resisténcia nas bactérias gram-negativas, mas nao nas gram-
positivas, pois estas ndo possuem membrana externa. A perda de uma proteina de
membrana ou porina da membrana externa (OMP) pode reduzir o acesso do
antibiético ao espaco periplasmatico uma vez que os B-lactamicos tém que cruzar a
membrana externa das bactérias gram-negativas através de OMPs. Em bactérias

mutantes estas porinas podem nao ser produzidas e ocorre a impermeabilidade da
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membrana (BRADFORD, 2001). As OMPs de microrganismos gram-negativos sao
capazes de formar canais constituidos de agua no seu interior que permitem a
difusdo de solutos hidrofilicos atravées da membrana externa e a extrusédo de
produtos ndo utilizados pela célula bacteriana. As porinas chamadas de classicas
ocorrem na membrana externa como trimeros de 36 a 38 kDa (RICE, 2001).

As OMPs sao geralmente divididas em duas classes: porinas nao
especificas que permitem a difusdo de moléculas hidrofilicas de baixo peso
molecular e porinas especificas, as quais facilitam a difusdo de substratos
especificos.

A taxa de entrada de um [B-lactamico pelos canais de porina depende do
seu tamanho, carga e hidrofobicidade. Moléculas de alto peso molecular, maiores de
800Da, negativamente carregadas e lipofilicas apresentam dificuldade na entrada da
célula bacteriana. Por outro lado, moléculas pequenas, ziteribnicas e com
caracteristicas hidrofilicas apresentam rapida penetracdo. Moléculas pequenas e
ziteribnicas como ampicilina, cefaloridina e imipenem penetram mais facilmente a
membrana externa bacteriana (NIKAIDO, 1994).

Dentre as diferentes OMPs que se encontram na membrana externa estao
OprC, OprD e OprE e a maior e mais abundante delas, a OprF, formada por
polipeptideo de 36-kDa. Provavelmente € a mais utilizada pela maioria dos
B-lactamicos para penetrar a bactéria. As OMPs, OprC e OprE sao canais
inespecificos, no entanto, sao utilizadas por alguns antimicrobianos (VILA e MARCO,
2002).

2.2.3 Degradacao da droga

As B-lactamases sao enzimas que catalisam a hidrélise do anel B-lactamico,
o0 qual é responsavel pela atividade antimicrobiana, e sdo produzidas por uma
grande variedade de diferentes espécies com caracteristicas distintas. Nas bactérias
gram-positivas estas enzimas sdo secretadas para o meio extracelular, e por
estarem em menor concentracdo neste meio possuem menor atividade. Nas

bactérias gram-negativas estas enzimas sao armazenadas no espaco
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periplasmatico, fato que favorece sua maior concentracao e o alcance mais facil de
seu alvo (ROSSI E ANDREAZZI, 2005).

As PBPs também reagem com os B-lactamicos para formar ésteres de
serina, diferentes daqueles formados pelas B-lactamases. Elas possuem atividade
hidrolitica fraca quando atuam nos B-lactdmicos e podem proteger a célula
bacteriana se a entrada da droga for restringida pela impermeabilidade da
membrana (LIVERMORE, 1995).

2.3 MECANISMO DE ACAO DAS BETA-LACTAMASES

A primeira B-lactamase foi identificada em E. coli antes mesmo do uso da
penicilina e até hoje, em bactérias gram-negativas, a producdo desta enzima
continua sendo o principal fator de resisténcia (GRUPTA, 2007). As B-lactamases
sao enzimas que catalisam a hidrélise do anel B-lactamico, impossibilitando a
atividade antimicrobiana (LIVERMORE, 1995).

A enzima B-lactamase se associa de forma nao covalente ao anel B-lactamico
do antimicrobiano, e entdo o radical hidroxila livre do residuo de serina presente no
sitio ativo da enzima, ataca o anel B-lactamico, formando uma ligagéo covalente acil-
éster. A hidrélise do éster formado libera a enzima ativa e os antimicrobianos
alterados e inativados (LIVERMORE, 1995), conforme demonstrado na figura
abaixo.
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FIGURA 1 - MECANISMO DE ACAO DAS B-LACTAMASES
FONTE — Modificado a partir de Livermore (1995)
LEGENDA: @--OH : enzima B-lactamase

Livermore (1995) denomina de f-lactamases primarias as enzimas
codificadas no cromossomo bacteriano, que sdo naturais a espécie e secundarias as
enzimas que sao codificadas devido a inser¢cdo cromossomal ou adquiridas por
plasmidios. A distribuicdo das enzimas em plasmidios ou transposons garante sua
transmissibilidade e disseminacao.

Muitas bactérias gram-negativas possuem uma resisténcia natural, mediada
por cromossomos. Estas enzimas podem ter evoluido a partir de proteinas ligadoras
de penicilina, com as quais apresentam seqiéncias homologas. Provavelmente esta
evolucao resulta a pressao seletiva exercida pelos B-lactamicos em organismos do
solo encontrados no ambiente (GHUYSEN, 1991).

A habilidade das B-lactamases conferirem resisténcia ou ndo depende de
alguns fatores, como: localizacao, cinética, a quantidade e condig¢des fisico-quimicas
do meio. Em relacéo a localizacdo ocorre uma diferenga entre as gram-positivas e as
gram-negativas, ja que na primeira as enzimas se encontram extracelularmente e
dependendo das condicoes de crescimento algumas enzimas podem aderir a
membrana citoplasmatica. Nas gram-negativas as p-lactamases se encontram em

grande quantidade no espaco periplasmatico, mostrando a razdo pela qual a
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producédo dessas enzimas € a principal forma de resisténcia aos antimicrobianos. A
quantidade de enzima também € de grande importancia, pois quanto maior for a
concentracao maior sera a resisténcia ao antimicrobiano e, em relacao as condi¢des
fisico-quimicas, nao ha estudos comprovando sua importancia in vivo, porém fatores
como pH, substrato utilizado e concentracdo de ions podem interferir no perfil de
sensibilidade dos microrganismos in vitro (LIVERMORE, 1995).

2.4 CLASSIFICACAO DAS BETA-LACTAMASES

A classificacdo da estrutura molecular das B-lactamases foi proposta
primeiramente por Ambler em 1980, quando somente quatro sequéncias de
aminoacidos eram conhecidas. Nesta época, uma unica classe de serina [3-
lactamase foi designada de classe A, que incluia os Staphylococcus aureus PC1
penicilinase, em contraste com a classe B de metalo B-lactamase presente em
Bacillus cereus. A classe D, que envolve as enzimas que hidrolisam a oxacilina, foi
segregada das outras serinas B-lactamases depois de 1980 (BUSH, JACOBY e
MEDEIROS, 1995).

Bush, Jacoby e Medeiros (1995) propuseram uma classificacdo funcional
baseada em caracteristicas estruturais e bioguimicas. Desta maneira, as [-
lactamases foram divididas em quatro grupos de acordo com o substrato que é
hidrolisado e a sensibilidade a determinados inibidores. O Grupo 1 compreende as
cefalosporinases que nao sao inibidas pelo acido clavulanico. O Grupo 2, onde se
encontram as [-lactamases, sdao geralmente inibidos no seu sitio ativo pelos
inibidores de B-lactamases e compreende as classes moleculares A e D. O grupo 3,
composto pelas metalo B-lactamases, sédo pouco inibidas por todas as classes de
inibidores de B-lactamases, exceto EDTA e p-cloromercuribenzoato (pCMB) e o
grupo 4 é formado pelas penicinilases nao inibidas pelo acido clavulanico.

Algumas tentativas foram feitas para conservar os grandes grupos, no
entanto, trés mudancgas foram assinaladas. Devido ao niumero de TEM e SHV,
derivados das B-lactamases continuaram a aumentar, decidiu-se a derivacdo da
classificacdo dessas enzimas em grupos que retém o prefixo “2b”. No lugar da
designacao do grupo 2b as ESBLs foram substituidas para o grupo 2be para mostrar
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que essas enzimas sao derivadas do grupo 2b e possuem uma atividade de
espectro estendido. Igualmente, as B-lactamases estruturalmente derivadas do
grupo 2b com redugdo da afinidade por inibidores de B-lactamases tem sido
colocadas em um novo grupo, o 2br. Um terceiro grupo de enzimas foi adicionado no
esquema, 2f B-lactamases, que ¢é composto por enzimas que hidrolisam
carbapenémicos e sdo pouco inibidas pelo acido clavulanico. A tabela a seguir,

representa o esquema de classificacao proposto por Bush, Jacoby e Medeiros.
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Grupo de Bush, Classe Substrato preferido inibidopor Enzimas
Jacoby e Medeiros | molecular representantes
AC EDTA
1 C Cefalosporinas - AmpC, MIR-1
22 A Penicilinas + - Penicinilases de gram-
positivos
2b A Cefalosporinas Penicilinas + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be A Penicilinas + - TEM-3 a TEM-26, SHV-2
Cefalosporinas (de 18, 22, 32 a SHV-6, K1 de
e 42 geracao) Klebsiella oxytoca
Monobactamicos
2br A Penicilinas +/- - TEM-30 a TEM-36, TRC-
1
2c A Penicilinas + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
Carbapenémicos
2d D Penicilinas +/- - OXA-1 a OXA-11, PSE-2
Oxacilina
2e A Cefalosporinas + - Cefalosporinases
induziveis de Proteus
vulgaris
2f A Penicilinas + - NMC-a de Enterobacter
Cefalosporinas cloacae, SMC-1 de
Carbapenémicos Serratia marcescens
3 B Todos os B-lactamamicos + L1 de Stenotrophomonas
maltophilia, CcrA de
Bacteroides fragilis
4 ND Penicilinas ? Penicinilases de
Burkholderia cepacea

FIGURA 2 - ESQUEMA DE CLASSIFICACAO PROPOSTA POR BUSH, JACOBY E MEDEIROS
FONTE - Bush, Jacoby e Medeiros (1995)

LEGENDA - * AC: acido clavulanico, ND: ndo determinada, (+): inibida, (-): ndo inibida, (+/-): pouco

inibida.

2.5 BETA-LACTAMASE DE ESPECTRO ESTENDIDO

A persistente exposicdo das bactérias aos B-lactamicos tem levado a uma

superproducdo ou a mutacbes nas [-lactamases. Com isso, as B-lactamases

tornam-se capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro e
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monobactamicos, passando a ser chamadas de B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) (BRADFORD, 2001; GUPTA, 2007; LIVERMORE, 2008).

As ESBLs foram inicialmente descobertas em Klebsiella spp e E. coli, mas
também podem estar presentes em outros géneros da familia Enterobacteriaceae,
como Citrobacter spp, Proteus spp e Salmonella spp (AUGUSTI et al., 2007).

O gene responsavel por esta resisténcia pode estar inserido em plasmidios,
sendo facilmente transferido entre enterobactérias e contribuindo para a
disseminacdao das ESBLs. Plasmidios que carregam os genes de B-lactamase,
frequentemente carreiam genes de resisténcia de outras classes de antimicrobianos,
como as sulfonamidas e aminoglicosideos (NOGUEIRA et al., 2006).

As ESBLs tém demonstrado variavel expressao fenotipica, enquanto uma
ESBL tem maior capacidade para hidrolisar drogas como a ceftriaxona ou a
cefotaxima, outra pode ter maior capacidade de hidrolisar a ceftazidima ou o
aztreonam. Assim, a deteccao laboratorial de cepas produtoras de ESBL € muito

desafiadora, pois sdo necessarios multiplos substratos para sua deteccao.

2.5.1 Tipos de ESBLs

2.5.1.1 SHV

A enzima SHV é uma ESBL produzida por Enterobacteriaceae,
principalmente em Klebsiella spp e foi assim denominada em funcédo da estrutura
quimica sulfidril variavel em seu sitio ativo. Sdo codificadas por plasmidios, portanto,
facilmente transferidas para outras bactérias. Entretanto, também podem ocorrer
B-lactamases codificadas em cromossomos (ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

A SHV tem ponto isoelétrico entre 7,0 e 8,2, ndo € capaz de hidrolisar as
cefamicinas e carbapenémicos, mas hidrolisa as oximinocefalosporinas e € inibida
pelos inibidores de B-lactamase (BRADFORD, 2001).

Ha relativamente poucos derivados de SHV-1 e a maioria dos fenoétipos
ESBL sao caracterizados pela substituicdo de serina por glicina na posicao 238. A
familia SHV é mais freqlentemente encontrada em K. pneumoniae, contudo, esta
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enzima também ja foi relatada em Citrobacter koseri, E. coli e P. aeruginosa
(BRADFORD, 2001).

A SHV-2 é a primeira B-lactamase capaz de hidrolisar os antimicrobianos
B-lactamicos de amplo espectro. Foi identificada pela primeira vez em uma linhagem
de K. ozaneae isolada na Alemanha (BRADFORD, 2001). Logo apés sua descoberta
também houve seu isolamento em outros paises como a Argentina, Chile, China,
Grécia, Franca e Tunisia (PHILIPPON et al, 1989). A SHV-6 foi inicialmente
identificada em K. pneumoniae em 1991 na Franca e tem capacidade de hidrolisar
ceftazidima e monobactamicos, porém nao a cefotaxima (BRADFORD, 2001).

Em um estudo realizado na Europa, Babini e Livermore (2000) identificaram
a presenca do gene SHV em 84% das amostras de K. pneumoniae produtoras de

ESBL estudadas, demonstrando a importancia clinica deste tipo de pB-lactamase.

2.5.1.2TEM

As variantes de ESBL de maior interesse clinico provém da familia TEM,
enzima assim nomeada em homenagem ao primeiro isolado bacteriano coletado de
uma menina grega chamada Temoniera. Estas enzimas s&do capazes de hidrolisar
penicilinas e cefalosporinas.

A TEM e SHV tém discreta diferenca estrutural e esta diferenca esta
relacionada a mudancas de aminodcidos junto ao sitio ativo da enzima. Estas
mudancas podem alterar sua configuragdo, o ponto isoelétrico ou as propriedades
de ligagao do sitio ativo, aumentar a afinidade da enzima e a habilidade hidrolitica
pelo substrato oximino. A pB-lactamase plasmidial mais comum é a TEM-1
encontrada em enterobactérias com capacidade de hidrolisar penicilinas e
cefalosporinas de primeira geracao, como a cefalotina e cefaloridina (PHILIPPON et
al., 1989).

A TEM-2 é a primeira B-lactamase derivada da TEM-1 pela substituicdo de
um aminoacido, mas nao ocorre alteracao de sua atividade sobre o substrato. A
primeira a mudar o espectro de hidrélise foi a TEM-3. Tanto a TEM-1 como a TEM-2

tem ponto isoelétrico (PI) entre 5,5 e 6,3; mas isoladamente o Pl ndo permite a
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diferenciacao de todas as variantes de TEM (PHILIPPON et al., 1994; BRADFORD,
2001).

O fato da TEM-1 ser mediada por plasmidio e transposons facilita sua
disseminagao para outras espécies bacterianas. O primeiro grande surto devido a
bactérias produtoras de ESBL, especificamente por produtores de TEM-3, ocorreu
em Clermont-Ferrand, entre 1985-1987. Outros surtos também ocorreram em
Chicago, Nova lorque, Sao Francisco e Boston, na década de 90 (LIVERMORE,
1995).

As enzimas do tipo TEM s&o mais comuns em E. coli e K. pneumoniae, mas
também ja foram identificadas em E. aerogenes, Morganella morganii,
Proteus mirabilis, Providencia rettgeri e Salmonella spp Dentre as enzimas desta
familia a TEM-12 tem menor poder hidrolitico, pois apresenta grande suscetibilidade
a oximinoaminotiazolil cefalosporinas (BRADFORD, 2001).

2.5.1.3 CTX-M

A CTX-M também é uma enzima plasmidial pertencente a classe A de
Ambler e confere resisténcia a todas as cefalosporinas de espectro ampliado. Esta
enzima tem maior atividade hidrolitica a cefotaxima que a ceftazidima e é inibida
pelos inibidores de B-lactamase, sendo mais sensivel ao tazobactam que ao &cido
clavulanico (LIVERMORE, 1995; BABIC et al., 2006).

As enzimas CTX-M podem ter surgido por aquisicio de genes
cromossomais pré-existentes de Kluyvera spp Estas enzimas tém somente 40% de
semelhanca com a TEM e SHV e formam um grupo de ESBL com ampla
emergéncia (BABIC et al., 2006).

Na América do Sul é relatada como tipo predominante (LIVERMORE e
BROWN, 2001), inclusive no Brasil (BONNET, 2004). Na ltalia foi detectada em
Proteus wvulgaris (PAGANI et al, 2003). Ja foi encontrada também em
Citrobacter freundii na Polénia (GNIADKOWSKI et al., 1998) e em outras espécies
de enterobactérias, ocorrendo na Europa, Africa, Asia, América do Sul e mais
recentemente na América do Norte (BONNET, 2004 ).
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Atualmente esta familia € composta por mais de 80 enzimas, que estado

separadas de acordo com a similaridade da seqiéncia de aminoacidos, em cinco

grupos, os quais podem ser visualizados na Tabela 2.

GRUPO

SUBTIPOS

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;
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 e UOE-1

grupo CTX-M-2

CTX-M-2; CTX-M-4; CTX-M-5; CTX-M-6; CTX-
M-7; CTX-M-20; CTX-M-31; CTX-M-35; CTX-M-
43 e CTX-M-44.

grupo CTX-M-8

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

grupo CTX-M-9

CTX-M-9; CTX-M-13; CTX-M-14; CTX-M-16;
CTX-M-17; CTX-M-19; CTX-M-21; CTX-M-24;
CTX-M-27; CTX-M-38; CTX-M-45; CTX-M-46;
CTX-M-47; CTX-M-48; CTX-M-49; CTX-M-50 e
CTX-M-51

grupo CTX-M-25

CTX-M-25, CTX-M-26; CTX-M-39 e CTX-M-41

FIGURA 3 — GRUPOS E SUBTIPOS DAS ENZIMAS CTX-M

FONTE - ROSSOLINI et al. (2008)

Os membros do mesmo grupo exibem similaridade maior que 94% entre

suas sequéncias de aminoacidos, enquanto entre grupos diferentes a semelhancga é

menor que 90% (BONNET, 2004).

Estudos cinéticos mostram que enzimas do tipo CTX-M hidrolisam cefalotina

ou cefaloridina melhor que benzil-penicilina, e possuem maior afinidade por
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cefotaxima que por ceftazidima. A CIM para ceftazidima varia entre 0,5 a 2 pg/mL,
enquanto a CIM da cefotaxima varia de 8 a 256 pug/mL, existindo alguma hidrélise da
ceftazidima, mas nao suficiente para conferir resisténcia aos produtores. Sao
inibidas por tazobactam mais eficientemente que por sulbactam ou clavulonato
(ROSSOLINI et al., 2008).

Novas enzimas CTX-M sao descritas constantemente, sendo dificil a sua
atualizacado. No endereco eletrénico <http://www.lahey.org/studies/other.asp#table1>
€ possivel observar mais de 80 enzimas descritas, sendo que nem todas foram
publicadas.

A maior preocupacdo atualmente é a deteccdo da CTX-M em isolados
também presentes em infecgdes comunitarias (BABIC et al., 2006).

2.6 OUTROS TIPOS DE BETA-LACTAMASES

2.6.1 Amp C

As B-lactamases do tipo AmpC sao enzimas constitutivas em determinadas
espécies bacterianas, podendo, em alguns casos, ser transferidas por plasmidios.
Sao capazes de hidrolisar B-lactamicos de amplo espectro e apresentam atividade
contra cefamicinas. Contudo, ndo sao capazes de hidrolisar cefepime, cefpirome e
carbapenémicos. Essas enzimas pertencem ao grupo 1 de Bush ou classe C de
Ambler e ndo sao inibidas por inibidores de B-lactamase como o acido clavulanico. O
modo de expressdo normalmente observado na AmpC cromossémica € o modo
cromossémico-induzivel. Contudo, a produgcdo dessa enzima, em alguns casos,
independe do agente indutor. Para que seja mantida a producdo da AmpC em niveis
elevados, faz-se necessario a ocorréncia de duas mutacbdes separadas, uma
aumentando a eficiéncia do gene promotor e outra inativando o gene repressor.
Quando presente em plasmidios, a enzima AmpC encontra-se sempre em modo
ativado (SADER, 2000; PAI et al., 2004; ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

Os primeiros relatos de bactérias produtoras B-lactamase do tipo AmpC

ocorreram em 1988, sendo encontradas exclusivamente em nivel de expressao
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cromossémica e, desde entdo, varias enzimas AmpC mediadas por plasmidios
passaram a ser relatadas em Klebsiella spp, E. coli, Salmonella spp,
Citrobacter freundii, Enterobacter spp e Proteus mirabilis. Em alguns microrganismos
gram-negativos como E. coli e Shigella spp ocorre a producdo de AmpC
constitutivamente em quantidades insuficientes para causar resisténcia aos
antimicrobianos de amplo espectro (LIVERMORE, 1995). Em outros como
P. aeruginosa, Enterobacter spp e Serratia marcescens a AmpC é produzida de
forma induzida, determinando resisténcia as cefalosporinas de terceira geragdo. O
poder de indugédo € variavel: as cefalosporinas de primeira geragdo, ampicilina e
carbapenémicos séo fortes indutores enquanto que as cefalosporinas de segunda e
terceira geracoes sao indutores fracos. A inducao da producao de AmpC ocorre pela
exposicao do microrganismo a um antimicrobiano indutor que, uma vez removido,
fara com que a producdao de AmpC retorne aos niveis basais (ROSSI e ANDREAZZI,
2005).

A resisténcia as cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracao
pode ocorrer durante o tratamento, especialmente em infeccées com alto inéculo
bacteriano. Isso porque, durante o tratamento, o gene regulador da enzima deixa de
exercer sua atividade repressora permitindo a expressdao do gene e a sintese de
grande quantidade de AmpC. Por outro lado, uma simples mutagcéo ocorrida no gene
repressor pode fazer com que 0 mesmo perca sua funcao regulatéria e a bactéria
passara a expressar AmpC constitutivamente, resultando na faléncia terapéutica
(THOMSON, 2001). Nesses casos, recomenda-se a associacdo de um
aminoglicosideo ao B-lactdmico ou a utilizacdo de um B-lactamico mais estavel a
essas enzimas, tais como as cefalosporinas de quarta geragao ou carbapenémicos.
Embora a resisténcia também possa ocorrer para estes ultimos, eles sdo estaveis a
hidrélise pela enzima AmpC e a producédo de grandes quantidades de AmpC néo é
suficiente para levar a resisténcia, sendo necessdria a associagdo com a diminuicao
da permeabilidade da membrana externa (LIVERMORE, 1995).

As amostras com altos niveis de expressao de AmpC sao também de dificil
identificagédo, pois podem impedir o reconhecimento de uma ESBL, especialmente
em espécies ou linhagens de Enterobacter, Serratia, Providencia, Aeromonas spp,
M. morganii, C. freundii, Hafnia alvei e P. aeruginosa, que codificam
cromossomalmente AmpC. Nestes organismos, o clavulanato podera atuar como

indutor de grande produgdo de AmpC e aumentar a resisténcia de um isolado a
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outras drogas usadas na triagem e produzirem resultado falso-negativo na deteccéao
de ESBL. Para estes microrganismos os inibidores preferiveis séo o tazobactam e o
sulbactam, por serem menos indutores da producao de AmpC (THOMSON, 2001).

2.6.2 KPC

As enzimas KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemicosase) sao
carbapenemases pertencentes a classe A de Ambler e ao subgrupo 2f de Bush,
Jacoby e Medeiros. Estas enzimas séo inibidas por acido clavulanico e tazobactam
e, possuem a habilidade de hidrolisar uma grande variedade de B-lactamicos como
cefalosporinas, penicilinas, aztreonam e inclusive, os carbapenémicos. Diferenciam-
se das demais carbapenemases do grupo 2f por serem de origem plasmidial e terem
a capacidade de hidrolisar todas as cefalosporinas (QUEENAN e BUSH, 2007).

O grupo KPC tem um alto potencial de disseminacdo devido a sua
localizacdo em plasmidio e é mais freqlientemente encontrada em K. pneumoniae,
uma bactéria com grande capacidade de acumular e ser responsavel pela
transferéncia de genes de resisténcia. Esta disseminacado dificulta o controle de
epidemias, e preocupa os profissionais da area de saude, pois o tratamento destas
infecgoes é extremamente dificil, elevando as taxas de mortalidade (QUEENAN e
BUSH, 2007).

No grupo das KPC existem quatro variantes, sendo elas, KPC-1, KPC-2,
KPC-3 e KPC-4 (NAAS et al., 2008). KPC-1 € o primeiro membro da familia das KPC
e foi isolada nos Estados Unidos em 1996, de uma K. pneumoniae resistente a
imipenem, meropenem, aztreonam e cefalosporinas de amplo espectro (YIGIT et al.,
2001). Em seguida KPC-2, isolada na América do Norte, encontradas em isolados
de K. pneumoniae, Salmonella enterica, K. oxytoca e Enterobacter spp (YIGIT et al.,
2003) e KPC-3, encontrada na cidade de Nova York, nos anos de 2001 a 2004, em
amostra de K. pneumoniae e Enterobacter cloacae (BRATU et al., 2005). E ainda,
em 2004, foi isolada a KPC-4, encontrada na Escocia, em isolados de Enterobacter
spp € a KPC-5 encontrada em K. pneumoniae na cidade de Porto Rico (WOLTER et
al., 2009).
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Recentemente foram descritos no endereco eletrdnico
<http://www.lahey.org/studies/other.asp#table1> outros subtipos de KPC, a KPC-6,
KPC-7 e KPC-8 como novas variantes desta enzima, porém estes trabalhos ainda

nao foram publicados.

2.7 EPIDEMIOLOGIA DAS ESBLs

2.7.1 Incidéncia

A incidéncia mundial das bactérias produtoras de ESBL é muito dificil de ser
determinada, devido principalmente as diferencas entre os métodos de deteccao e
interpretacao utilizados entre os paises e instituicbes de saude envolvidas. Assim,
considera-se que a ocorréncia de ESBL € mundialmente sub-estimada (STEWARD
et al., 2000).

As primeiras epidemias de infecgdes hospitalares por K. pneumoniae
produtoras de ESBL foram descritas na Francga, no final da década de 80. Desde
entdo, foram documentados em todo o mundo numerosos casos de surtos
nosocomiais causados por estas bactérias. Entre os anos de 1988 e 1990 foram
detectados na Espanha os primeiros relatos de enterobactérias produtoras de ESBL.
O surto mais importante descrito até o0 momento naquele pais ocorreu entre os anos
de 1993 e 1995, no hospital de Bellvitge. O surto foi devido a disseminacao clonal de
uma cepa de K. pneumoniae produtora de ESBL e atingiu 150 pacientes, dos quais
69,6% estavam internados na UTI (MENEZES e SILVA et al., 2006).

Sader (2000) ressaltou que a prevaléncia de ESBL varia de acordo com as
diferentes regides geograficas e até inter-hospitais. Estudos realizados por Piddock e
colaboradores (1997) com mais de 3000 isolados de Enterobacteriaceae obtidas em
43 hospitais britanicos, demonstrou que somente 1% dos microrganismos produziam
ESBL. Por outro lado, Lyon e colaboradores encontraram um aumento na produgao
de ESBL entre 1990 e 1995 em isolados de hemocultura na cidade de Hong Kong,
Japao, e enfatizaram a importancia do uso apropriado de métodos de triagem a fim
de detectar essas enzimas. Livermore e Yuan (1996), observaram que 23% dos
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isolados de Klebsiella sp vindas das unidades de tratamento intensivo de 35
hospitais europeus sao produtoras de ESBL.

Um aumento significativo no surgimento de ESBL tem sido reportado em
varias regides do mundo, incluindo América do Norte, com incidéncia de ESBL em
Klebsiella spp, E.coli e Proteus mirabilis de 44%, 4,7% e 9,5%, respectivamente
(WINOKUR et al., 2001; MATHAI et al., 2001). Na América Latina, indices mais
elevados foram encontrados em Klebsiella spp (47,3%), E.coli (25,4%) e
Proteus mirabilis (35,5%) (GALES et al.,, 2002b). Villegas e colaboradores (2008)
relataram a alta prevaléncia mundial de ESBL, sendo de 3% na Suécia, superior a
25% na Grécia, Turquia e Portugal e superior a 30% na América do Sul.
Considerando alguns paises em conjunto, como Brasil, Coldmbia e Venezuela, os
mesmos apresentaram de 30 a 60% de prevaléncia em Klebsiella spp produtoras de
ESBL, e no Uruguai e Chile, E. coli produtoras de ESBL representou de 4,5 a 12%
dos isolados desta espécie.

Segundo Augusti e colaboradores (2007), a prevaléncia de K. pneumoniae e
E. coli resistentes as cefalosporinas de terceira geracao chegou a 8,9% e 3,2%,
respectivamente, nos Estados Unidos, e alcangou valores ainda maiores em grandes
hospitais universitarios desse pais.

Em estudos realizados na América Latina, utilizando isolados nosocomias,
Gales e colaboradores (2002) observaram que 39% dos isolados de K. pneumoniae
eram produtoras de ESBL. Estudo semelhante foi realizado por Nogueira e
colaboradores (2006), os quais encontraram a ocorréncia de 31,1% de ESBL em
diversas espécies de enterobactérias.

2.7.2 Transmissao e profilaxia

As cepas produtoras de ESBL disseminaram-se rapidamente por todo o
mundo e, quando estabelecidas em uma regido, freqientemente passam a ser o
mecanismo de resisténcia prevalente. A transmissao pelas méaos dos profissionais é
relevante, sendo o trato gastrintestinal dos pacientes um importante reservatério

(WINOKUR et al., 2000). Alguns surtos foram resultantes de contaminacdo de
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aparelhos e insumos diagnésticos, como termdémetros e gel usado em ultra-
sonografia (GNIADKOWSKI et al., 1998).

A transmissdo horizontal do gene de resisténcia é facilitada por estar
freqientemente codificada em plasmidios que podem ser facilmente transferidos
entre as cepas (PAI et al., 2004). Além da transmissdo das cepas resistentes inter-
pacientes, também ocorre a aquisicdo de resisténcia por cepas susceptiveis. As
Unidades de terapia intensiva geralmente sao os epicentros da producdo de ESBLs
e é importante ressaltar que a transferéncia inter-hospitais de cepas genotipicamente
relacionadas pode ocorrer (MONNETT, 2004).

Alguns fatores de risco relacionados a aquisicao de bactérias produtoras de
ESBL incluem pacientes internados em estado grave, com permanéncia prolongada
em hospitais e realizacdo de procedimentos invasivos (PATERSON E BONOMO,
2005). O uso de antimicrobianos de amplo espectro como cefalosporinas de terceira
geragdo, quinolonas, e aminoglicosideos também foi associada a emergéncia de
ESBLs (GUPTA, 2007; LEE et al., 2003).

Para o controle destes surtos hospitalares tém sido aplicadas medidas como
a restricdo do consumo de cefalosporinas de terceira geracao, isolamento dos
pacientes colonizados ou infectados e educacao da equipe que lida diretamente com
0s pacientes quanto ao cuidado com a manipulacéo destes e a correta lavagem das
maos. A descontaminacgdo intestinal seletiva, também pode ser utilizada como
medida de controle de surtos, porém pode ocasionar o desenvolvimento de novas
resisténcias ou a selecdo de outros microrganismos multirresistentes (MENEZES e
SILVA et al., 2006).

2.7.3 Reservatérios nao-hospitalares

Os microrganismos produtores de ESBL sao usualmente encontrados em
ambientes hospitalares, principalmente nas unidades de tratamento intensivo. A sua
incidéncia vem aumentando em ambientes cirdrgicos, pediatricos e neonatais, além
dos oncolégicos. Porém, situacbes inusitadas vém sendo reportadas com mais
freqiéncia nos Estados Unidos e Franca, a exemplo do aparecimento deste

fenbmeno em locais até entdo sem relatos de transmissao destes microrganismos,
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como centros de reabilitacdo, casas de repouso, assim como pacientes
ambulatoriais portadores de doencas cronicas.

O primeiro relato de uma possivel ESBL comunitaria foi descrito em 1998 na
Irlanda, em uma cepa de E. coli resistente a 4cido nalidixico, causando infec¢éo
urinaria em um paciente que nao tinha histérico de internagéo hospitalar, porém fazia
uso de multiplos antibiéticos. O tipo desta enzima néo foi identificado (CORMICAN et
al., 1998).

Recentemente estudos realizados no Canada (PITOUT et al., 2004), Italia
(BRIGANTE et al., 2005), Espanha (RODRIGUES-BANO et al, 2004), e na
Inglaterra (WOODFORD et al., 2004) relataram casos de infecgcbes comunitarias
causadas por bactérias produtoras de ESBL. Estas bactérias eram principalmente
E. coli, produtoras da enzima CTX-M, exibindo co-resisténcia a sulfametoxazol-
trimetoprim, tetraciclina e ciprofloxacina.

Outro estudo realizado no Canadd identificou e avaliou os riscos para
aquisicao de infecgdes comunitarias causadas por bactérias produtoras de ESBL, e
conclui que a idade avancada, sexo feminino, e doengas como diabetes,
incontinéncia urinaria, hemodialise e problemas cardiacos sdo importantes fatores

para o desenvolvimento destas infecgbes (LAUPLAND et al., 2008).

2.8 ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

A utilizacdo de B-lactamicos em associagdo com inibidores de B-lactamase,
foi considerado, inicialmente o tratamento de escolha para infeccées causadas por
bactérias produtoras de ESBL, porém, ndo demorou muito para se verificar sua
ineficacia in vivo (WARREN et al., 2008). Observou-se que estes farmacos estao
sujeitos ao aumento da CIM com o aumento do inéculo bacteriano, ocorrendo falha
terapéutica. Também pode ocorrer perda de porinas na membrana externa
bacteriana, o que leva também a reducao da atividade inibitéria destes farmacos
(DALMARCO et al., 2006).

Cefalosporinas de terceira geracao nao podem ser utilizadas em infeccoes
causadas por bactérias produtoras de ESBL, pois mesmo com a aparente

sensibilidade em testes in vitro, as mesmas nao sofrem acao destes antimicrobianos



38

in vivo. Somente alguns grupos de B-lactamicos conservam sua atividade frente as
enterobactérias produtoras de ESBL, como as cefamicinas, que séo freqiientemente
ativas e poderiam ser usadas (MARTINEZ-MARTINEZ, 2008), porém a pratica
mostra uma baixa resposta terapéutica, seu uso ndo é aconselhado assim como o
das cefalosporinas de quarta geracao (JASSER, 2006).

Os aminoglicosideos podem ser utilizados no tratamento, caso a cepa
estudada seja sensivel nos testes laboratoriais. Porém, os genes que codificam as
ESBL séo transmitidos por plasmidios, que muitas vezes, estdo associados a genes
de resisténcia a outros antimicrobianos, como por exemplo, os aminoglicosideos,
onde a maioria dos microrganismos produtores de ESBL também s&o resistentes a
estas drogas, principalmente a gentamicina (OTEO et al., 2002).

Outra opcéao utilizada no tratamento de infeccées por ESBL seriam as
quinolonas. Inicialmente acreditava-se que a resisténcia a esta classe de
antimicrobianos era somente codificada por cromossomos (PATERSON et al., 2000),
porém alguns estudos vém demonstrando que esta resisténcia também pode estar
presente em plasmidio (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1998). As quinolonas ainda
sao consideradas uma opc¢ao terapéutica, principalmente em infeccées urinarias,
quando os microrganismos causadores da infeccédo, apresentam sensibilidade a este
grupo de antimicrobianos (JASSER, 2006).

A tigeciclina, a mais nova opgao terapéutica para estas bactérias
multirresistentes, € uma glicilciclina semi-sintética derivada da minociclina. Embora
seu mecanismo de acao seja semelhante as tetraciclinas, por inibicao da fracao 30S
do ribossomo, inibindo a sintese de proteinas bacterianas (CURCIO e ISTURIZ,
2006), sua acao nao é afetada por nenhum mecanismo de resisténcia observado na
tetraciclina, como por exemplo, a producdo de bombas de efluxo e protecédo
ribossomal. Este antimicrobiano pode ser utilizado contra bactérias gram-negativas
refratarias ao tratamento, além disso, bactérias resistentes a outras classes de
antimicrobianos, ndo apresentam resisténcia cruzada a tigeciclina (CASTANHEIRA
et al. 2008).

Entre os antimicrobianos acima citados, o grupo de escolha utilizado no
tratamento de infeccdes causadas por bactérias produtoras de ESBL sao os
carbapenémicos, os quais incluem os farmacos imipenem, meropenem e ertapenem.
Os carbapenémicos possuem acao uniforme contra este tipo de microrganismo, seja

in vitro ou in vivo, e sao altamente estaveis a atividade hidrolitica das ESBLs, além
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de apresentar Otima penetracdo através da membrana externa, principalmente
devido a seu peso molecular compacto e forma estrutural muito peculiar (BELL et al.,
2002).

Apesar de ser a terapia de escolha em infecgdes ocasionadas por
microrganismos produtores de ESBL, o uso de carbapenémicos deve ser cauteloso,
visto que este grupo de antimicrobianos induz fortemente a produgdo de
B-lactamase do tipo AmpC, associados com perda de porina e/ou superproducéo de
bombas de efluxo; ou ainda pela producédo de carbapenemases, enzimas capazes
de degradar os carbapenémicos, reduzindo significantemente as opc¢des
terapéuticas contra estes patoégenos (CASTANHEIRA et al., 2008).

2.9 METODOS DE DETECGAO DE ESBL

Atualmente, no Brasil, a identificacao de bactéria produtoras de ESBL segue
as metodologias propostas pelo CLSI (Clinical Laboratory Standards International), a
qual utiliza antimicrobianos como marcadores para detectar a possivel presenca de
ESBL. E importante ressaltar a existéncia de outros grupos normatizadores por
muitos paises como o EUCAST (European Committee on Antibiotic Susceptibility
Testing), e também BSAC, CA-SFM, CRG, DIN, NWGA e SRGA (KAHLMETER,
2008).

2.9.1 Teste de Triagem

O teste de triagem pode ser realizado em conjunto com a rotina do
antibiograma, tomando-se cuidado de incluir os antimicrobianos marcadores.
Qualquer halo menor ou igual ao descrito pelo CLSI (2008) é indicativo da producao
de ESBL. Os antimicrobianos preconizados pelo CLSI (2008) como marcadores para
triagem de ESBL sao: aztreonam, cefotaxima, ceftazidima, cefpodoxima e

ceftriaxona.



40

E importante salientar que ndo é recomendado o uso de apenas um dos
antibiéticos no teste de triagem, pois haveria uma grande diminuicdo na
sensibilidade do teste, devido a diferenca da preferéncia pelos substrato nas
enzimas ESBL. No teste de triagem podem ocorrer resultados falso-positivos e por
isso é importante a realizacdo de testes confirmatérios, que se baseiam na inibicao
da enzima pelo acido clavulanico (NOGUEIRA et al., 2006).

2.9.2 Pontos de Corte Indicativos da Produgcdo de ESBL

Utilizando os métodos de Disco-Difusdao, Microdiluicdo ou E-test®, a
diminuicdo de susceptibilidade a alguns antimicrobianos B-lactamicos € um indicio
da producdo de ESBL. Segundo o CLSI (2008), amostras que apresentem CIM
superior ou igual a 2 uyg/mL para ceftazidima, cefpodoxima, aztreonam, cefotaxima
ou ceftriaxona, por testes dilucionais, devem consideradas possiveis produtoras de
ESBL. Nos testes de disco-difusdo, os pontos de corte sdo halos de inibicao inferior
ou igual a 22 mm para ceftazidima, inferior ou igual a 17 para cefpodoxima, inferior
ou igual 27 para cefotaxima e aztreonam, e inferior ou igual a 25 para ceftriaxona no
caso de E. coli e Klebsiella spp Para Proteus mirabilis os pontos de corte sao inferior
ou igual a 17 para cefpodoxima, cefoxitina, e ceftazidima. Além de sugerir também a
realizacdo de um teste confirmatério (CLSI, 2008).

2.9.3 Testes Fenotipicos Confirmatorios

O CLSI recomenda que os microrganismos produtores de ESBL sejam
reportados como resistentes a todas as penicilinas, cefalosporinas e aztreonam,
mesmo que se mostrem sensiveis a esses antimicrobianos nos testes
convencionais. Os padroes do CLSI referem-se especificamente as bactérias
K. pneumoniae, K. oxytoca e E. coli, que sao as principais produtoras de ESBL e ao

Proteus mirabilis, incluido recentemente devido ao aumento da incidéncia nessa
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espécie. No entanto, a enzima ESBL tem sido encontrada em muitas outras
espécies de enterobactérias (DRIEUX et al., 2008).

Para os testes fenotipicos confirmatérios, quanto maior o numero de
substratos utilizados, maior sera a sensibilidade do teste, visto que a utilidade de
cada substrato vai depender do tipo da enzima que a bactéria possui. Nenhum
destes testes € 100% sensivel ou especifico na deteccdo de ESBL em isolados

clinicos de bactérias gram-negativas (BUSH, 2001).

2.9.3.1 Teste de Dupla Difusao

O teste confirmatério para deteccao ESBL foi realizado pela primeira vez por
Jarlier em 1988, nomeado por teste de dupla difusdo (DD). O teste consiste na
colocacdo de discos de cefalosporinas de amplo espectro como ceftazidima,
cefuroxima, cefotaxima e aztreonam, distantes 30 mm, centro a centro de um disco
que contenha um inibidor de B-lactamase, de preferéncia o &cido clavulanico. A
producdo de ESBL é indicada por uma deformacdo, ou aumento nos halos de
inibicdo ao redor dos discos dos B-lactamicos, também designada por “zona
fantasma” (DRIEUX et al., 2008), conforme demonstrado na FIGURA 4.

O teste de DD foi inicialmente utilizado em estudos epidemiolégicos para
avaliar a propagacéao de enterobactérias produtoras de ESBL em hospitais franceses
(LEGRAND et al., 1989). Este método, confiavel para a deteccao de ESBL,
necessita algumas vezes, do ajuste do espaco entre os discos, sendo importante
notar que a reducao da distancia entre o disco contendo o clavulanato e o disco das
cefalosporinas de terceira geracao, como por exemplo, a mudanga para 20 mm
melhora significativamente sensibilidade do ensaio (THOMSON E SANDERS, 1992;
TZELEPI et al., 2000).
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FIGURA 4 - TESTE DE DISCO DIFUSAO

FONTE - DRIEUX et al. (2008)

LEGENDA - CTX: cefotaxima; AMC: &cido clavulanico

NOTA - A seta demonstra o aparecimento do fenbmeno conhecido como zona fantasma que
caracteriza a produgéo de ESBL pela cepa bacteriana isolada

2.9.3.2 Teste de Discos Combinados

O método consiste em adicionar inibidores de B-lactamase, como o acido
clavulanico ou sulbactam, a discos de antimicrobianos como cefuroxima,
ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona ou aztreonam. Quando se usa discos
combinados (30 pg de cefpodoxima, ceftazidima ou cefotaxima versus 30 ug de
cefpodoxima, ceftazidima ou cefotaxima mais 10 pug de &cido clavulanico) um
aumento do didmetro dos halos de inibicao superior ou igual a 5 mm na presenca do
inibidor, em comparagéo aos halos dos discos n&o adicionados de acido clavulanico,
€ evidéncia presuntiva da producao de ESBL (CLSI, 2008; CARTER et al., 2000), o
resultado deste teste esta demonstrado na FIGURA 5.
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FIGURA 5 - TESTE DE DISCOS COMBINADOS
FONTE — O autor (2008)
LEGENDA — CPD: Cefpodoxima (cefalosporina de terceira geragao); AC: acido clavulanico

2.9.3.3 E-test®

O método utiliza uma fita plastica que contém concentragdes crescentes do
agente antimicrobiano em estudo depositado em uma placa de Mueller Hinton
semeada com o indculo bacteriano padronizado com a escala 0,5 de MacFarland.
Neste caso, em um dos lados da fita existe a cefalosporina, € do outro a
cafalosporina associada a uma concentracdo fixa de 2 mg/mL de &cido clavulanico.
A bactéria serd considerada produtora de ESBL quando a leitura apresentar uma
diminuicdo de pelo menos duas diluicdes logaritmicas ou quando a razao entre os
dois breakpoints for igual ou maior a 8 mm, da cefalosporina/acido clavulanico em
relacdo ao CIM da cefalosporina isolada. O método se baseia no aumento da
sensibilidade em presenca do acido clavulanico, como recomenda o CLSI para
testes confirmatérios de presenca de ESBL (DRIEUX et al., 2008). A figura abaixo

mostra o resultado do E-test ®.
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FIGURA 6 — DETECCAO DA PRODUGAO DE ESBL PELO METODO DE TIRAS DE E-TEST®
FONTE - Harada et al. (2008)

NOTA: Fita 1: teste positivo para a presenca de ESBL, onde é observada a presenca da zona
fantasma entre a extremidade contendo a cefalosporina (CEF) e a extremidade que contém o acido
clavulanico (AC). Fita 2: teste negativo para ESBL.

s s

O teste é facil de ser realizado e sua interpretacdo é simples. A
sensibilidade e especificidade para este método foi primeiramente relatada em 96%
e 100%, respectivamente. Devido, principalmente ao seu elevado custo, este teste
se tornou praticamente inviavel para uso em laboratério de rotina (LINSCOTT et al.,
2005).
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2.9.3.4 Métodos Automatizados

Existem ainda os métodos automatizados para identificacdo bacteriana, nos
quais esta incluida a deteccao da producdo de ESBL. O equipamento Phoenix
(Becton-Dickinson Biosciences, Sparks, MD) utiliza um software para interpretar o
crescimento bacteriano em resposta a ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona e
cefpodoxima, com ou sem o clavulanato. O equipamento Vitek 2 (BioMérieux, Marcy
L Etoile, France) utiliza um cartdo contendo ceftazidima e cefotaxima sozinhos e em
combinacdo com clavulanato. Ceftazidima ou a cefotaxima com inibidores de
B-lactamase sao muitas vezes usados no MicroScan Walkaway-96 (Dade Behring,
Inc., West Sacramento, CA). Os trés sistemas automatizados foram recentemente
comparados com o teste fenotipico confirmatério convencional em relagdo a
habilidade em detectar a producdo de ESBL. O sistema de maior sensibilidade foi
Phoenix (99%), seguido pelo Vitek 2 (86%) e MicroScan (84%). No entanto, a
especificidade foi mais variavel, oscilando de 52% (Phoenix) a 70% (Vitek 2)
(BONOMO et al., 2007).

2.9.3.5 Teste Tridimensional

O teste trimensional € uma modificacdo do teste de disco-difusao, com um
passo adicional que envolve a aplicacdao de um in6culo bacteriano padrao em uma
fenda circular no agar, localizado a 3 mm do local de aplicagdo dos discos em
direcdo ao interior da placa. As cepas ESBL apresentam distor¢des na zona de
inibicdo. Essa modificacdo tem a vantagem da determinagdo simultdnea da
suscetibilidade aos antimicrobianos e do perfil de atividade das [-lactamases
(THOMSON e SANDERS, 1992).
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2.9.4 Métodos de Determinagao Molecular

Os testes ja citados para deteccdo de ESBL se baseiam na deteccado da
presenca da enzima através de suas caracteristicas fenotipicas. Contudo, outros
mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos, incluindo enzimas AmpC, alteracédo de
porinas, hiperproducao de K1, podem estar presentes isoladamente ou em conjunto
com as ESBL, interferindo no resultado destes testes (PITOUT et al., 2008).

Ha casos em que as enzimas conferem baixa resisténcia e néo sao
detectadas por testes fenotipicos. Nestes casos, o ideal é utilizar técnicas que
identificam especificamente as enzimas responsaveis ou 0S genes responsaveis
pela producao da enzima (BRADFORD, 2001).

As técnicas moleculares também sao importantes epidemiologicamente,
para se determinar qual enzima é mais prevalente em determinada regido. Além
disso, ha casos em que um mesmo isolado clinico expressa multiplas enzimas,
sendo necessario a utilizacdo de técnicas moleculares para detectar quais enzimas
estao presentes (PITOUT et al., 2008).

Os testes mais especificos para pesquisa de ESBL incluem as técnicas que
detectam os genes responsaveis pela produgdo da enzima, como o método da
Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR), bem como técnicas para deteccao direta
da enzima através da Eletroforese de Ponto Isoelétrico (Pl) (BRADFORD, 2001).

O método molecular mais simples e mais utilizado para detectar as enzimas
€ a PCR, usando iniciadores especificos para os genes de B-lactamases. Esses
iniciadores sdo escolhidos de forma a se anelar com regides que geralmente nao
sofrem mutacdes (SHAH et al., 2004). No entanto, a PCR néo discrimina entre os
diferentes tipos de TEM, SHV ou CTX. Muitos métodos adicionais para deteccéo e
diferenciacdao sem seqlenciamento tém sido sugeridos, por exemplo: PCR-RFLP
(Restrition  Fragment Leng Polymorphism) e PCR-SSCP (Single-Strand
Conformational Polymorphism). Porém, o método padrdo continua sendo o
sequenciamento da cadeia especifica dos nucleotideos dos genes das B-lactamases
(BRADFORD, 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

Foram analisadas um total de 160 amostras de E. coli (32), K. oxytoca (06)
e K. pneumoniae (122), produtoras de ESBL do tipo TEM, SHV e/ou CTX-M
previamente caracterizadas por PCR. Os isolados foram obtidos de urina, sangue,
liquor, liquido peritoneal, abscessos e aspirado traqueal, de pacientes internados no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana no periodo de janeiro de
2006 a maio de 2008.

Em todas as amostras foi realizada uma primeira identificagcdo utilizando o
sistema Vitek®, realizado testes de triagem para deteccédo de ESBL, durante a rotina
do laboratério e, apds a confirmacao da presenca de ESBL, estas amostras foram
criopreservadas em BHI (Infusdo Cérebro Coracéao), contendo 15% (v/v) de glicerol,
acondicionadas a - 80°C até a realizacao dos testes posteriores (JANIS, 1994).

Os isolados foram identificados com o numero sequencial desvinculado do
protocolo do laboratério, ndo sendo possivel a identificagdo do paciente. Foi
relacionado ainda o tipo de amostra clinica na qual o microrganismo foi isolado e a
origem (unidades de internacao para pacientes hospitalizados ou emergéncia).

Todas as amostras foram submetidas a confirmacao da identificacdo do
género e espécie por provas bioquimicas classicas, tais como, triptofano, glicose,
producdo de gas, producdo de gas sulfidrico, utilizacdo de aminoacidos como
ornitina e lisina, fermentacdo de aclUcares como glicose, ramnose e celubiose,
crescimento em citrato, prova do indol, entre outros, seguindo literatura padronizada
(O'HARA, 2005).

3.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS GENES DE RESISTENCIA

A deteccao dos genes de resisténcia nas bactérias produtoras de ESBL foi
realizada pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), conforme descrito no a



48

seguir. Os genes codificadores das enzimas de ESBL pesquisados neste trabalho
foram blatem, blasny € blactx-w.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram baseados nas regides
conservadas de cada gene, seguindo-se a seqléncia consenso, estdo inseridos na
TABELA 1.

TABELA 1 — INICIALIZADORES UTILIZADOS NA PCR
Genes Sequéncia Referéncia
TEM F-5 ATG AGT ATT CAACATTTC CG ¥ -
R- 5 CCA ATG CTT AAT TCAGTG ACG 3

SHV F-5 TCA GCG AAAAACACCTTG 3 -
R-5 TCC CGC AGATAAATCACCA®Z

CTX-M grupo 1 F- 5 AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC 3 WOODFORD et al.,
R-5 AGC TTATTC ATC GCC ACGTT & 2006

CTX-Mgrupo2 F-5 CGACGCTAC CCCTGCTATTJ WOODFORD et al.,
R- 5 CCAGCGTCAGAT TTT TCAGG & 2006

CTX-Mgrupo9 F-5 CAA AGA GAGTGC AACGGATG 3 WOODFORD et al.,
R-5 ATT GGA AAG CGT TCATCACC 3 2006

CTX-Mgrupo8 F-5 TCG CGT TAA GCG GAT GATGC 3 WOODFORD et al.,
R-5 AAC CCACGATGT GGG TAGC 3’ 2006

CTX-M grupo 25 F-5 GCA CGATGA CATTCG GG 3 WOODFORD et al.,
R-5 AAC CCACGATGT GGG TAGC 3’ 2006

LEGENDA - F: “forward”; R: “reverse”

3.2.1 Preparo do DNA alvo

e No setor de Bacteriologia, subcultivar os microrganismos a serem pesquisados
em 4gar nao seletivo por uma noite a 35°C
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e Numerar tubos Eppendorf de 1,5 mL

e Distribuir 500 uL de agua Milli-Q estéril

e Preparar uma suspensao densa

e Com as tampas fechadas, levar as suspensdes para a sala 2

e Ferver por 15 minutos

e Centrifugar por 10 minutos em microcentrifuga a 3000 rpm

e Remover uma aliquota do sobrenadante (que contém o DNA) e estocar a
temperatura de 4 °C até o momento do uso

e Usar uma aliquota de 2 uL em cada reacao de PCR

3.2.2 Preparo da “PCR-master mix”

O volume total da reacdo de PCR utilizada foi de 25 uL. Esta mistura é

realizada na Sala 1.

e Retirar os tubos com as solugdes de dNTPs, MgCl, e “primer mix” do freezer a -
20 °C, aguardar o descongelamento, mantendo as solucées em banho de gelo.

e Numerar os tubos de reacédo a serem testados, um controle positivo, um controle
negativo e um tubo branco (que tem todos os reagentes exceto do DNA alvo).

e Prepare a PCR-Master Mix em tubo Eppendorf adicionando os reagentes na
ordem descrita na tabela abaixo.

TABELA 2 — QUANTIDADES DE REAGENTES PARA A PCR

Volume Final 100 pL 200 pL 300 pL 600 pL 1000 pL
N°reacoes 4 8 12 24 40
Agua Milli-Q estéril 75 150 225 450 750
Tampao da Tag DNA pol 10X 10 20 30 60 100
MgCl, (50mM) 4 8 12 24 40
dATPs (10mM) 2,5 5 7,5 15 25
dGTPs (10mM) 2,5 5 7,5 15 25
dCTPs (10mM) 2,5 5 7,5 15 25
dTTPs (10mM) 2,5 5 7,5 15 25
Primer mix 4 8 12 24 40
Taq DNA pol 0,5 1 1,5 3 5
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e Adicionar 2 yL da amostra (DNA alvo armazenado a 4°C)
e Homogeneizar em vortex e pulse em microcentrifuga

e Fechar bem os tubos, e levar para a Sala 3

e Ligar o termociclador e conferir programa desejado

e Transferir os tubos para o termociclador, fechar, programar e ligar o equipamento

3.2.3 Analise dos produtos

e Preparar o gel de agarose a 2% em tampéao TBE a 0,5X

e Remover uma aliquota de 4 uL de cada produto da PCR

e Misturar 4 uL de “Stop mix” (50 mM EDTA pH 8, 25% Ficoll, 0,25% azul de
bromofenol) a cada amostra, sobre um pedaco de parafiime

e Carregar o gel de agarose com 5 L de cada amostra

¢ Incluir 4 uL de marcador de PM linear

e Proceder a eletroforese aproximadamente por 1 a 1,5 horas

e Corar o gel em brometo de etidio e, em seguida, visualizar a reacao em camara
de U.V.

3.3 TESTES FENOTIPICOS DE TRIAGEM

Para a realizacdo dos testes de deteccdo dos mecanismos de resisténcia,
os inéculos bacterianos de cada isolado clinico foram preparados por suspensao
direta, em soro fisiolégico (NaCl 0,9%), a partir de col6nias isoladas em placa de
agar nao seletivo com 18 a 24 horas de crescimento. A turvagédo da suspensao foi
ajustada para a escala 0,5 de McFarland, que contém aproximadamente
1,5 X 108 UFC/mL, utilizando-se um densitdmetro, com comprimento de onda de 625
nm. Foram utilizadas placas de Petri descartaveis medindo 150 x 15 mm contendo
uma camada de 3 a 4 mm de agar Mueller Hinton (Oxoid - Basingstoke, United

Kingdom), preparadas seguindo as instrugdes do fabricante. Apos a inoculacdo da
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suspensao em agar Mueller Hinton, os discos de antimicrobianos foram colocados
em cada placa e incubados a 37°C por 18 a 24 horas.

As amostras suspeitas de producédo de ESBL, de acordo com CLSI, 2008,
foram aquelas que apresentaram ponte de corte do halo de inibicdo de < 17 mm
para cefpodoxima (Himédia ®, Mumbai, india), < 22 mm para ceftazidima (Himédia
®, Mumbai, india), < 25 mm para ceftriaxona (Newprov, Pinhais, Brasil), < 27 mm
para cefotaxima (Himédia ®, Mumbai, india) e < 27 mm para aztreonam (Newprov,
Pinhais, Brasil).

Além do método de difusdao em agar, conforme acima descrito, 0 método de
triagem também pode ser realizado por determinacdo da concentracao inibitéria
minima. O CLSI (2008) determina que as amostras suspeitas da produg¢do de ESBL
apresentam CIM = a 2 yg/mL para ceftazidima, cefepime, cefotaxima e aztreonam.

Apés os testes de triagem as amostras foram encaminhas para a realizacao
dos testes fenotipicos confirmatérios.

3.4 TESTES FENOTIPICOS CONFIRMATORIOS

Para realizagdo dos testes fenotipicos confirmatérios de dupla difusao e de
discos combinados, os inéculos bacterianos de cada isolado clinico foram
preparados de acordo com o teste fenotipico de triagem, e em seguida, depositados
os discos de acordo com as técnicas descritas a seguir.

3.4.1 Teste de Dupla Difusao

Nas placas contendo Mueller Hinton foram adicionados os discos de
cefepime (30pg) (Newprov, Pinhais, Brasil), ceftriaxona (30ug) (Newprov, Pinhais,
Brasil), ceftazidima (30pg) (Himédia ®, Mumbai, india) e aztreonam (30pg)
(Newprov, Pinhais, Brasil) a 20 mm de um disco de amoxicilina / acido clavulanico
(10ug) (Newprov, Pinhais, Brasil) e incubados a 35°+1°C por 18 a 24 horas.
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O sinergismo entre a cefalosporina e o inibidor da B-lactamase foi testado
utilizando-se um disco de amoxicilina / &cido clavulanico frente aos substratos
avaliados e o critério de interpretacdo foi a observacdo da formacdo de um
alargamento do halo, ou presenca de uma “zona fantasma”, entre os discos das
cefalosporinas e do acido clavulanico, que indica a producédo de ESBL (CLSI 2008;
DRIEUX et al., 2008).

3.4.2 Teste de Discos Combinados

Na prova de discos combinados (DC) foram utilizados discos contendo
ceftazidima (30pg) (Himédia ®, Mumbai, india), cefpodoxima (30pg) (Himédia ®,
Mumbai, india), cefotaxima (30ug) (Himédia ®, Mumbai, india), ceftazidima + acido
clavulanico (30pg / 10upg) (Himédia ®, Mumbai, india), cefpodoxima + &cido
clavulanico (30pg / 10pg) (Himédia ®, Mumbai, india) e cefotaxima + &cido
clavulanico (30ug / 10pg) (Himédia ®, Mumbai, india). As placas foram incubadas a
35°+1°C por 18 a 24 horas. O teste indica a presenca de ESBL quando ha aumento
igual ou superior a 5 mm comparando os discos das cefalosporinas de terceira
geracao com e sem o acido clavulanico, inseridos na mesma placa.

Para as amostras que apresentaram resultados inconclusivos, também foi
realizado o teste de DC com discos de cefpodoxima + &cido clavulanico (30ug/10ug)
da marca BIORAD ® (Marnes-La-Coquette, Franca).

3.5 TESTE FENOTIPICO PARA DETECGAO DA PRODUGAO DE AmpC

Foram adicionados discos de imipenem (30ug) (Newprov, Pinhais, Brasil) e
ceftazidima (30ug) (Himédia ®, Mumbai, india) a uma distancia de 2 c¢cm, e do
mesmo modo disco de cefoxitina a 2 cm de discos de ceftriaxona (30ug) (Newprov,
Pinhais, Brasil), em placas de Petri, incubadas a 35°+1°C por 18 a 24 horas.

De acordo com o CLSI 2008, a producao de AmpC é indicada quando ha
um achatamento do halo entre os discos de cefalosporina.
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3.6 TESTE FENOTIPICO PARA DETECCAO DA PRODUGAO DE KPC

3.6.1 Teste de Triagem para KPC

Discos de imipenem (30ug) (Newprov, Pinhais, Brasil) e ertapenem (Merck
Sharp & Dohme,Clermont, Franga) foram adicionados ao agar de Mueller Hinton,
incubados a 35° +1°C por 18 a 24 horas. De acordo com o CLSI (2008) as amostras
suspeitas da producdo de KPC sdo aquelas que produzem no teste de difusdo em

agar, halos de inibigdo <17 mm e/ou concentragao inibitéria minima (CIM) = 2 ug/mL.

3.6.2 Teste Fenotipico Confirmatorio - Teste de Hodge

Para as amostras nas quais o teste de triagem foi positivo para producao de
KPC, também foi realizado o teste de Hodge. Uma suspenséo direta de E. coli ATCC
25922 foi preparada em soro fisiolégico (NaCl 0,9%), a partir de colénias isoladas
em placa de agar nao seletivo, ajustada para a escala 0,5 de McFarland, que
contém aproximadamente 1,5 X 10® UFC/mL, desta suspensdo foi realizada uma
diluicdo 1:10 em soro fisioldgico. Em seguida com auxilio de um swab esta diluigéo
foi inoculada na superficie de uma placa de agar Mueller Hinton, no centro da placa
foi adicionado um disco de imipenem. Ao redor deste disco foram feitas estrias
estreitas com as amostras a serem testadas e incubadas a 37°C por 18 a 24 horas.

O teste de Hodge foi considerado positivo quando houve um alargamento
da area de crescimento bacteriano na insercdo com o limite externo do halo de
inibicdo, como descrito no Consenso em Detecgdo de Resisténcia Bacteriana
(2008).
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3.7 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), menor concentracdo de um
antimicrobiano capaz de impedir o crescimento visivel de um microrganismo, foi
determinada pelo método de diluicio em agar. O procedimento foi realizado
segundo normas do CLSI 2008, submetendo-se um inéculo bacteriano de
concentracdo padronizada a concentracdes crescentes de antimicrobiano.

Foram utilizados Mueller Hinton (Oxoid - Basingstoke, United Kingdom)
como meio de cultura adicionado com ertapenem (Sigma Chemical CO - Louis,
USA), meropenem (Sigma Chemical CO - Louis, USA), imipenem (Sigma Chemical
CO - Louis, USA), ceftazidima (Sigma Chemical CO - Louis, USA), cefepime (Sigma
Chemical CO - Louis, USA), cefotaxima (Sigma Chemical CO - Louis, USA) e
aztreonam (Sigma Chemical CO - Louis, USA). Para a tigeciclina (Sigma Chemical
CO - Louis, USA) foi utilizado Mueller Hinton da marca Difco (Sparks, USA).

Apo6s 18 a 24 horas de incubagdo em estufa a 35 = 1°C, verificou-se o
crescimento do microrganismo. O controle de qualidade do método foi realizado
utilizando-se as cepas referéncia de Pseudomonas aeruginosa ATCC 700603 e
E. coli ATCC 25922.

3.7.1 Procedimentos para Realizacdo da Determinacdo da Concentracao Inibitéria

Minima

Foi realizado teste de suscetibilidade por diluicio em agar, para
determinacdo da concentragdo inibitéria minima das amostras de E. col
K. pneumoniae e K. oxytoca, frente aos seguintes antimicrobianos: ertapenem,
meropenem, imipenem, ceftazidima, cefepime, cefotaxima, aztreonam e tigeciclina,
pelo método da Microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008, M100 S-18).
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3.7.1.1 Preparo das Solugdes de Antibidticos

A concentracdo da solugcdo-estoque foi calculada a partir da maior
concentracao testada para cada antimicrobiano, do volume de agar Mueller Hinton
utilizado nas placas e do volume final da solucédo-estoque (TABELA 3). A quantidade
em mg do antimicrobiano necessaria para preparar as solucdes foi calculada usando

a seguinte férmula:

Peso (mg) = Vol. do Solvente (mL) X Conc. da Solucdo Estoque (ug/mL)

Poténcia do antibiético (pg/mL)

TABELA 3 — SOLUGOES ESTOQUE DE ANTIMICROBIANOS

Agente Forma  Concentracao Concentracao lo Potencia  Solvente
antimicrobiano /Lote da SE(ug/mL) (ng/mL) no MHA do ATB utilizado
Cefotaxima Sal 12.800 256 1000 Agua
Ceftazidima Sal 6.400 128 894 Agua
Aztreonam Sal 3.200 128 1000 Agua
Cefepime Med 6.400 128 - Agua
Imipenem Med 3.200 64 - Agua
Meropenem Med 3.200 64 - Agua
Ertapenem Med 1.600 32 - Agua
Tigeciclina Med 1.600 32 - Agua

LEGENDA — Med: medicamento; SE: solugdo estoque; MHA: agar Mueller Hinton; ATB:
antimicrobiano

As solugbes de antimicrobianos foram esterilizadas por membrana filtrante
de 0,22 ym de diametro (Millipore®), divididas em aliquotas e estocadas a — 70°C.
Foram realizadas diluicoes seriadas a partir da solucao-estoque com agua

ultrapura estéril (tipo Milli Q). Diluiu-se a solugédo-estoque até a maior concentracao a
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ser testada, e as concentragcdes seguintes foram obtidas com diluicées seriadas 1:2
até alcancar a menor concentracao desejada (TABELA 4).

TABELA 4 - DILUICOES UTILIZADAS PARA AMOSTRAS TESTE

ATB/[pg/mL  Cf C2 Cc3 ¢4 c5 C6 C7 C8

Cefotaxima 256 128 64 32 16 8 4 2
Ceftazidima 128 64 32 16 8 4 2 1
Aztreonam 128 64 32 16 8 4 2 1
Cefepime 128 64 32 16 8 4 2 1
Imipenem 64 32 16 8 4 2 1 0,5
Meropenem 64 32 16 8 4 2 1 0,5
Ertapenem 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25
Tigeciclina 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25

3.7.1.2. Controle de Qualidade

Conforme recomendacgédo do CLSI (2008) foi testada a cepa-padrdo de E.

coli ATCC 25922, e realizadas diluicdes mostradas na Tabela 5.

TABELA 5 - DILUICOES PARA ATCC E.coli 25922

ATB/[]pg/mL  Cf C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8

Cefotaxima 0,12 0,06 0,03 - - - - -

Ceftazidima 0,5 0,25 0,12 0,06 - - - -
Aztreonam 0,25 0,12 0,06 - - - - -
Cefepime 0,12 0,06 0,03 0,016 - - - -
Imipenem 0,25 0,125 0,06 - - - - -
Meropenem 0,25 0,125 0,06 - - - - -
Ertapenem 0,25 0,125 0,06 0,03 - - - -

Tigeciclina 0,25 0,125 0,06 0,03 - - - -
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3.7.1.3. Procedimento para Preparacdo das Placas de Agar Mueller Hinton
Contendo os Antimicrobianos para Determinacao da CIM

O &gar Mueller-Hinton foi preparado conforme instrucées do fabricante.
Foram distribuidas aliquotas em frascos de vidro, com tampas de rosca estéreis. O
volume distribuido em cada frasco foi de 49 mL de meio de cultura, medido em
proveta. Apos resfriar em banho-maria até aproximadamente 55 °C, foi adicionado 1
mL da solucéo diluida do antimicrobiano, totalizando 50 mL, volume necessario para
atingir a espessura preconizada de 4 a 5 mm do agar em placas de 150 mm de
didmetro. Apds a homogeneizagdao, o meio foi distribuido em placas descartaveis
estéreis.

Para ertapenem, meropenem, imipenem, ceftazidima, cefepime, cefotaxima
e aztreonam foi utilizado o 4gar Mueller Hinton da marca Oxoid (Basingstoke, United
Kingdom), e para tigeciclina foi necessario a utilizagdo da marca Difco (Sparks,
USA), para que a estabilidade do antimicrobiano nao fosse afetada.

3.7.1.4 Procedimento para Inoculagéo dos Isolados Bacterianos

As amostras bacterianas foram inoculadas em agar nutriente por 24 horas
(um dia antes da realizacdo do CIM). A concentragdo do inéculo bacteriano foi
ajustado na escala 0,5 de McFarland, em NaCl 0,9% estéril, utilizando turbidimetro.

Na seqgléncia, realizou-se a diluicdo do inéculo até atingir a concentracao
final recomendada por “spot” de 5-8 mm (10 UFC/mL). Para obter esta
concentragao, o indculo inicial foi diluido 1:10 em solu¢do NaCl 0,9% estéril, obtendo
a concentracdo de 10 UFC/mL. Apés a inoculagdo no agar Mueller Hinton, os
“spots” atingiram a concentragdo de aproximadamente 10* UFC/mL, pois os
inoculadores depositam entre 1-2 yL da amostra sobre a superficie do agar.

Foram distribuidas aliquotas de 100 pL do inéculo diluido em placas tipo
ELISA de 96 pocos com fundo em “U”. Um multiinoculador (ou replicador) de Steer
com 96 pinos foi utilizado para a inoculagao simultanea das amostras aliquotadas na
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placa. As amostras foram inoculadas inicialmente em uma placa controle sem
antimicrobiano, conforme FIGURA 7.

As placas foram inoculadas partindo da placa de menor para a de maior
concentragdo do antimicrobiano. No final, foi inoculada outra placa controle sem
antimicrobiano, para avaliar a eventual contaminacdo e o carreamento de
antimicrobianos durante o procedimento. As placas foram mantidas em temperatura
ambiente por aproximadamente 30 minutos para secagem. Apds este periodo as
placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas.

A concentracdo inibitéria minima foi determinada como a menor

concentracado que inibiu completamente o crescimento bacteriano visivel.

N5

indculo inicial s . .
escala 0,5 Mac AR X) Placa de Elisa com
Farland fundo em"U"

v

Multinoculador
Placa de Mueller Hinton apéds incubagéao

FIGURA 7 — ESQUEMA SIMPLIFICADO PARA REALIZACAO DA CIM
FONTE — O autor, 2008



4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGAO MOLECULAR DOS GENES DE RESISTENCIA

Os produtos amplificados das amostras para os genes blarem, blasyy €/ou
blactx-m estao representados nas figuras abaixo.

ﬂ'
T
L
L

I
=k

M

(c)
FIGURA 8 — RESULTADO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS DAS PCR

NOTA — (a) representa o gene blarey; (b) representa o gene blacrx.w; (C) representa o gene blasyy
FONTE - O autor (2008)
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4.2 TESTES FENOTIPICOS DE TRIAGEM

A diminuigdo dos halos de inibi¢cao foi observada nos testes de triagem em
todas as amostras estudadas, mostrando diferengas entre cada substrato. A
FIGURA 9 representa o método de triagem para deteccdo de ESBL nas amostras
analisadas.

FIGURA 9 — TESTE DE TRIAGEM

NOTA — as setas mostram os halos de inibicdo diminuidos aos antimicrobianos no teste de triagem
LEGENDA - CAZ: ceftazidima; CPD: cefpodoxima; CPM: cefepime; CTX: ceftazidima; ATM:
aztreonam; CRO: ceftriaxona.

FONTE — O autor (2008)
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Das 160 amostras incluidas no estudo, 159 (99,4%) apresentaram
sensibilidade diminuida a cefpodoxima, 156 (97,5%) cefotaxima, 153 (95,6%)
ceftazidima, 153 (95,6%) ao aztreonam, 150 (93,8%) ceftriaxona e 131 (81,9%)
cefepime, sendo estas amostras possiveis produtoras de ESBL, como observado no
GRAFICO 1.

99.4%

97.5%
35.8% 95,0%
93.7%

88,1%

Cefpodoxima  Cefotaxima Aztreonam Ceftazidima Ceftriaxona Cefepime

GRAFICO 1 - TESTE DE TRIAGEM PARA DETECCAO DE ESBL NO METODO DE DIFUSAO EM
AGAR

Através da determinacao da CIM, 149 (93,1%) das amostras apresentaram
sensibilidade diminuida a ceftazidima, 134 (83,8%) a cefepime, 155 (96,9%) a
aztreonam e 155 (96,9%) a cefotaxima.

O GRAFICO 2 mostra o resultado de triagem em relagdo a cada espécie
testada. Para K. oxytoca cefpodoxima, cefotaxima, aztreonam, ceftriaxona e
cefepime apresentaram 100% dos antimicrobianos com sensibilidade diminuida, e a
ceftazidima apresentou 83% de resisténcia. E. coli apresentou sensibilidade
diminuida para cefpodoxima 32 (100%) seguido de cefotaxima e ceftazidima, ambas
30 (98,8%), ceftriaxona 28 (87,5%), aztreonam 27 (84,4%) e cefepime 25 (78,1%). K.
pneumoniae apresentou sensibilidade diminuida para cefpodoxima 121 (99,2%),
cefotaxima e aztreonam 120 (98,4%), ceftazidima 117 (95,9%), ceftriaxona 116
(95,1%) e cefepime 110 (90,2%).
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Cefotaxima 93,80%

Cefpodoxima

93,70%

Ceftriaxona m Klebsiella pneumoniae

m Escherichia coli
95,60% | Klebsiella oxytoca

100,00%

Aztreonam
100,00%

95%

Ceftazidima 93,80%

Cefepime
100,00%

0,00% 20,00% 40,00% 60,00% 80,00% 100,00%

GRAFICO 2 — PORCENTAGEM DO TESTE DE TRIAGEM PARA DETECCAO DE ESBL POR
ESPECIE ESTUDADA

4.3 TESTES FENOTIPICOS CONFIRMATORIOS

No teste de dupla difusédo, a formacao da zona fantasma e/ou o alargamento
do halo de inibicdo, conforme demonstrado na FIGURA 10, também evidencia a
presenca de ESBL.

FIGURA 10 — TESTE DE DUPLA DIFUSAO
NOTA - (a) formacao de uma zona fantasma; (b) alargamento do halo de inibi¢éo.
LEGENDA — AMC: amoxicilina/acido clavulanico; ATM: aztreonam; CPM: cefepime.
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No teste de dupla difusdao o substrato que obteve maior positividade na
deteccdo de ESBL foi a ceftriaxona (92,5%), seguido pelo cefepime (91,3%),
aztreonam (89,4%) e ceftazidima (80,6%). A TABELA 6 apresenta a positividade do

DD por espécie analisada.

TABELA 6 - POSITIVIDADE DO TESTE DE DUPLA DIFUSAO

Espécie Amostras positivas para ESBL
CPM/AMC ATM/AMC CA/AMC CRO/AMC
K. oxytoca (n=6) 5 (83,3%) 6 (100,0%) 6 (100,0%) 5 (83,3%)
E. coli (n=32) 30 (93,8%) 25 (78,1%) 22 (68,8%) 28 (87,5%)
K. pneumoniae (n=122) 111 (90,9%) 112 (91,8%) 101 (82,8%) 116 (94,3%)
Total (n=160) 146 (91,3%) 143 (89,4%) 129 (80,6%) 149 (93,0%)

LEGENDA - CPM/AMC: cefepime — acido clavulanico; ATM/AMC: aztreonam — &cido clavulanico;
CA/AMC: ceftazidima — acido clavulanico; CRO/AMC: ceftriaxona — acido clavulanico.

Em 6 (3,8%) amostras analisadas, o teste de DD n&o detectou a presenca
de ESBL, e a maior positividade alcancada foi de 92,5%, quando utilizado
aztreonam-acido clavulanico + ceftriaxona-acido clavulanico, e de 96,3% quando
utilizado os quatro substratos. Os dados referentes ao teste de DD, quando

avaliados em conjunto, estao inseridos na tabela abaixo.

TABELA 7 — AVALIACAO DA POSITIVIDADE DO TESTE DE DUPLA DIFUSAO

CPM/AMC+

CPM/AMC+  CPM/AMC+  CPM/AMC+  ATM/AMC+  ATM/AMC+ CA/AMC+ ATM/AMC+

ATM/AMC CA/AMC CRO/AMC CA/AMC CRO/AMC CRO/AMC CA/AMC+

CRO/AMC

K. oxytoca 6 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 6 (100%)
(n=7)

E. coli 30 (93,8%) 30 (93,8%) 30 (93,8%) 25 (78,1%) 30 (93,8%) 30 (93,8%) 30 (93,8%)
(n=39)

K. pneumoniae 114 (93,4%) 114 (93,4%) 116 (95,1%) 114 (93,4%)  117(959%) 116 (95,1%) 118 (96,7%)
(n=124)

Total 150 (93,8%) 150 (93,8%) 152 (95%) 145 (90,6%) 153 (95,6%) 152 (95%) 154 (96,3%)
(n=170)

LEGENDA - CPM/AMC: cefepime — &cido clavulanico; ATM/AMC: aztreonam — &cido clavulanico;
CA/AMC: ceftazidima — acido clavulanico; CRO/AMC: ceftriaxona — acido clavulanico.

A FIGURA 11 é um exemplo do teste de discos combinados, na qual se
demonstra um aumento do halo de inibicdo superior a 5 mm da cefalosporina

quando ¢é adicionado a ela o inibidor de ESBL.
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FIGURA 11 — TESTE DE DISCOS COMBINADOS POSITIVO
LEGENDA - CAZ: ceftazidima; CaC: ceftazidima + acido clavulanico.

Em relacdo aos substratos utilizados na técnica de DC, no total, a maior
positividade apresentada foi de 93,1% (n=149) para cefotaxima+acido clavulanico
(CcL), seguido de 91,9% (n=147) para cefpodoxima+acido clavulanico (CeC) e de
77,5% (n=124) para ceftazidima+acido clavulanico (CaC). Na tabela abaixo estao
inseridos os dados referentes a positividade de deteccdo do método de DC para
cada espécie bacteriana estudada.

TABELA 8 - POSITIVIDADE DE DETECCAO NO METODO DE DISCOS

COMBINADOS
Amostras positivas para ESBL
Espécie N¢ amostras CclL CaC CeC
K. oxytoca 6 6 (100%) 5 (83,3%) 5 (83,3%)
E. coli 32 31 (96,9%) 21 (65,6%) 28 (87,5%)
K. pneumoniae 122 110 (90,2%) 98 (80,3%) 116 (95,1%)
Total 160 147 (91,9%) 124 (77,5%) 149 (93,1%)

LEGENDA - CcL: cefpodoxima + acido clavulanico; CaC: ceftazidima + acido clavulanico; CeC:
cefotaxima + acido clavulénico.

Quando somada a porcentagem de positividade dos discos combinados, 0s
melhores resultados foram: CcL+CaC e CcL+CeC de 100% para K. oxytoca (n= 6) e
E. coli de (n=32). Para K. pneumoniae o melhor resultado obtido foi de 99,2%
(n=121) quando utilizado CcL+CaC+CeC. As porcentagem de positividade de
deteccdo do método de DC estado representadas na TABELA 5.
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TABELA 9 — CONJUNTO DE POSITIVIDADES DE DETECCAO NO METODO DE
DISCOS COMBINADOS

Amostras positivas para ESBL

Espécie N* CcL+CaC  CcL+CeC  CaC+CeC  CcL+CeC +
amostras CaC
K. oxytoca 6 6(100%)  6(100%)  5(833%) 6 (100%)
E. coli 32 32 (100%)  32(100%) 28 (87.5%) 32 (100%)
K. pneumoniae 122 120 (98,4%) 120 (98,4%) 119 (97,5%) 121 (99,2%)
Total 160 158 (98,8%) 158 (98,8%) 152 (95%) 159 (99,4%)

LEGENDA - CcL: cefpodoxima + acido clavulanico; CaC: ceftazidima + acido clavulanico; CeC:
cefotaxima + acido clavulénico.

No teste de discos combinados (DC), apenas uma das 160 (0,6%) nao foi
confirmada para ESBL, e este nimero aumenta para 6 (3,8%) quando foi utilizado o
teste de dupla difusao (DD), ou seja, o DC obteve uma positividade de 99,4% (159
amostras) e o DD de 96,3% (154 amostras). Quando as técnica DD e DC sao
avaliadas por espécie bacteriana, tanto DC quanto DD detectaram 6 (100%) das
K oxytoca produtoras de ESBL. Para E.coli 32 (100%) no DC, 30 (93,8%) no DD; e
para K. pneumoniae 121 (99,2%) no DC, 118 (96,7%) no DD, detectaram a presenca
de ESBL, conforme demonstrado no GRAFICO 3.

Klebsiell 1 —
ebsiella pneumoniae 99,2%
iobsiol 100,0%
ebsiella oxytoca 100,0%
o DD
m DC
Escherichia coli i
scherichia coli 100,09

ol 96,3%
oa 99,4%

90, 0% 91, 0% 92, 0% 93, 0% 94, 0% 95, 0% 96, 0% 97, 0% 98, 0% 99, 0%

GRAFIQO 3 - AMOSTRAS IDENTIFICADAS PELO TESTE DE DISCOS COMBINADOS E DUPLA
DIFUSAO
LEGENDA — DC: discos combinados; DD: dupla difuséo
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4.4 TESTE FENOTIPICO PARA DETECGCAO DA PRODUGAO DE AmpC

Em relacdo a resisténcia a cefoxitina, como marcador da presenca de
AmpC, 14 das 160 amostras apresentaram resisténcia (8,8%). A FIGURA 10 mostra
o perfil de sensibilidade a cefoxitina entre as espécies analisadas.

12,50%

14% 1

12%-

8,20%

10% |

8%

6% |

4%

0%

. L 7

0%

K. oxytoca E. coli K.pneumoniae

GRAFICO 4 — PORCENTAGEM DE ISOLADOS RESISTENTES A CEFOXITINA

4.5 TESTE FENOTIPICO PARA DETECGAO DA PRODUCAO DE KPC

Através do teste de triagem para deteccdo de KPC 6 (3,8%) amostras
apresentaram CIM superior ou igual a 2 para meropenem, imipenem e/ou
ertapenem, e na técnica de disco difusdo 7 (4,4%) amostras apresentaram halo de
inibicdo reduzido para os mesmos antibidticos testados.

Estas amostras foram submetidas posteriormente ao teste de Hodge e
todas apresentaram resultado positivo, conforme demonstrado na FIGURA 12.
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FIGURA 12— TESTE DE HODGE
NOTA — As amostras 2 e 4 mostram Teste de Hodge negativo e 1 e 3 Teste de Hodge positivo, as
setas indicam o alargamento do halo de inibigao nos testes positivos.

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E PERFIL DE
SENSIBILIDADE

A poténcia (CIMso) e atividade (CIMgo) de alguns antimicrobianos, além da
sensibilidade dos isolados produtores de ESBL, podem ser observadas na TABELA
6. O meropenem foi 0 antimicrobiano com maior poténcia, seguido do ertapenem, e
imipenem.

A maior sensibilidade foi observada pelo imipenem e meropenem. As
menores poténcias e atividades foram observadas na ceftazidima, aztreonam e
cefotaxima.

O meropenem além de apresentar a maior poténcia também apresentou a
maior atividade, seguido do imipenem e ertapenem. A sensibilidade as
cefalosporinas de terceira geracao e aztreonam variaram de 5,3 a 10%, enquanto o
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cefepime, cefalosporina de quarta geracdo, apresentou 20% de sensibilidade
(TABELA 10).

TABELA 10 - POTENCIA (CIMsy), ATIVIDADE (CIMg) E PERFIL DE
SENSIBILIDADE DOS  ANTIMICROBIANOS TESTADOS EM
AMOSTRAS PRODUTORAS DE ESBL

Antimicrobiano CIMs CIMgo % Sensibilidade
Aztreonam 128 > 128 5,9
Cefepime 16 64 20,0
Cefotaxima 256 > 256 5,3
Ceftazidima 32 128 10,0
Ertapenem 0,06 0,25 97,1
Imipenem 0,12 0,12 100
Meropenem < 0,06 < 0,06 100
Tigeciclina 0,5 1 99,4

LEGENDA - CIMs,: minima concentracdo capaz de inibir 50% dos isolados; CIMgy: minima
concentracao capaz de inibir 90% das amostras
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5 DISCUSSAO

A evolucdo constante observada nos microrganismos, inclusive nas
bactérias, tem gerado uma diversidade de mecanismos de resisténcia, cujo objetivo
€ de se adaptarem as diferentes pressdes seletivas ocorridas no meio ambiente,
seja ele intra ou extra-hospitalares. O uso clinico generalizado dos antimicrobianos
comercialmente existentes tem contribuido para o surgimento de mecanismos
capazes de neutralizar o impacto produzido por estes antimicrobianos e com isto,
poucos agentes ainda sao ativos (RICE, 2001; BABIC et al., 2006). Diante da
reducao das opcoes terapéuticas é importante que se conheca os tipos de enzimas
bacterianas presentes, para que se possa orientar a terapéutica apropriada.

Atualmente as ESBLs representam o maior grupo de B-lactamases
estudado mundialmente e tém sido motivo de extensivas investigacdes
microbiolégicas, bioquimicas, genéticas e epidemioldgicas (FILHO et al., 2003). A
escolha do método 6timo para a deteccao e vigilancia da producdo de ESBL pelos
microrganismos ainda nao é clara (PADMINI et al., 2008).

Cada vez torna-se mais dificil para o laboratério de microbiologia clinica
identificar ndo somente os diferentes mecanismos de resisténcia, mas também a
producdo de multiplas B-lactamases pelo mesmo microrganismo, sem conduzir
elaborados testes secundarios com expressivo aumento nos custos (BUSH, 2001).

No Brasil, o CLSI é adotado na padronizacdo das metodologias fenotipicas
de deteccdo de ESBL, porém muitos laboratérios clinicos tém dificuldades de incluir
estes testes na rotina laboratorial (THOMSON et al., 1996).

A porcentagem de positividade na deteccdo de ESBL depende da
metodologia a ser utilizada. Neste estudo seis substratos foram utilizados como teste
de triagem para detectar as amostras produtoras de ESBL, conforme orientacdo do
CLSI (2008). Os substratos que melhor detectaram preliminarmente a enzima ESBL
foram cefpodoxima (99,4%), seguido por cefotaxima (97,5%) e na determinacédo da
CIM, estes dados se mantiveram. A cefpodoxima também foi o substrato mais
sensivel como indicador da producdo de ESBL segundo Jitsurong e Yodsawat
(2006) e Shah et al. (2004).

Quando foi analisado o teste de triagem separadamente, o melhor substrato
para as trés espécies foi a cefpodoxima, seguido do aztreonam e cefotaxima para



70

K. pneumoniae, ceftazidima para E. coli e para K. oxytoca cefotaxima, aztreonam
ceftriaxona e cefepime detectaram também 100% das amostras testadas, seguido
pela ceftazidima. Também foi observado que, entre as espécies avaliadas, com
excecdo da cefpodoxima, os demais substratos apresentaram uma sensibilidade
menor para E. coli em relacdo as demais espécies. Estas variacdes podem ser
explicadas devido as diferentes poténcias e afinidades de cada ESBL pelos
substratos estudados, causando dificuldades na deteccdo e caracterizagdo de
isolados produtores desta enzima (TENOVER et al., 1999).

Nao foi possivel a determinacao da sensibilidade do método de triagem,
pois todas as amostras foram previamente caracterizadas como produtoras de ESBL
e é importante ressaltar que os testes de triagem nao sao suficientes para a
deteccao precisa da producdo destas enzimas, sendo necessaria a realizacao de
testes confirmatérios (FREITAS et al., 2003).

No teste de dupla difusdo o melhor substrato utilizado no teste confirmatério
para deteccdo de ESBL foi a ceftriaxona (92,5%). Para K. pneumoniae este
substrato se manteve o mais sensivel (94,3%). Para E.coli o melhor substrato foi o
cefepime (93,8%) e para K. oxytoca aztreonam e ceftazidima alcancaram uma
positividade de 100%. Para atingir uma melhor positividade, o CLSI sugere que
sejam somados os resultados dos diferentes substratos utilizados no DD. Foi
observado que a cada substrato somado, a positividade alcancada aumenta. A
maior positividade alcangada foi de 96,3%, ndo chegando a 100%, pois em 6 (3,8%)
amostras analisadas o resultado foi falso-negativo, ndo ocorrendo a deteccdo da
presenca de ESBL. Em estudos que analisaram a positividade do teste de dupla
difusdo Kader (2006) detectou uma positividade de 75% e Wiegand e colaboradores
(2007) apresentaram sensibilidades mais elevadas (92,9%), resultados compativeis
com os dados deste trabalho.

Estudos realizados por Tofteland e colaboradores (2007) com testes de
adicao de acido clavulanico demonstram a necessidade de associar ao menos duas
combinacdes diferentes de cefalosporinas e de cefalosporinas mais &cido
clavulanico, a fim de obter uma sensibilidade satisfatéria.

Os resultados falso-negativos do teste confirmatério de DD podem ser
explicados pela co-existéncia de outras enzimas, como a AmpC. Estas enzimas nao
sao inibidas pelo acido-clavulanico, mas podem interferir no efeito inibitério do acido
clavulanico sob as enzimas ESBL e com isso contribui para manter os elevados CIM
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e 0s pequenos halos de sensibilidade nos métodos de difusdo em agar (YU et al.,
2006).

Outro fator que dificulta a deteccdo de ESBL é quando ocorre a sintese em
pequenas quantidades desta enzima. O uso de uma variedade maior de substratos
permite a identificacdo de maior nUmero de amostras produtoras de ESBL (BELL et
al., 2002; MENEZES et al., 2007).

Em relacdo ao teste de discos combinados a melhor positividade alcancada
foi de 99,4% pois em uma amostra (0,6%) o DC nao detectou a presenca da
producédo da enzima. O melhor substrato isolado para confirmacdo da presenca de
ESBL foi obtido com a cefotaxima (93,1%). Pode-se observar diferencas entre as
espécies analisadas. Para K. pneumoniae o melhor substrato foi a cefotaxima
(95,1%), e para E. coli e K. oxytoca a cefpodoxima, 96,9% e 100% respectivamente.
A porcentagem de positividade aumentou quando foram utilizados mais de um
substrato. E. coli e K. oxytoca atingiram 100% quando foram utilizados
cefpodoxima-+acido clavulanico e ceftazidima+acido clavulanico ou
cefpodoxima+acido clavulanico e cefotaxima+acido clavulanico. Para K. pneumoniae
a maior positividade alcancada foi de 99,2% quando somada a porcentagem de
positividade dos trés substratos. Dados parecidos foram relatados por Goyal e
colaboradores (2008) que analisaram o teste de discos combinados, onde
detectaram uma positividade de 95% para este método e o substrato que detectou a
maior porcentagem de isolados produtores de ESBL foi a cefpodoxima.

Quando se compara os dois testes fenotipicos confirmatérios, o DC foi
melhor que o DD, detectando 99,4% e 96,3% respectivamente. Quando se compara
os testes fenotipicos confirmatérios por espécie, o DC também foi o melhor teste
para K. pneumoniae (99,2%), E. coli (100%). Para K. oxytoca os dois testes
alcancaram uma positividade de 100%.

Uma das dificuldades encontradas na avaliacdo de testes para detecgcao de
cepas produtoras de ESBL é o estabelecimento de um padrdo-ouro, uma vez que
algumas cepas expressam um grau muito baixo de resisténcia, ou, ainda, a
producédo de ESBL pode estar associada a outros mecanismos de resisténcia devido
a producao de outras B-lactamases. Desta maneira, nenhum teste fenotipico pode
ser considerado padrao-ouro, pois podera apresentar tanto resultados falso-positivos
quanto falso-negativos. Para contornar esta situagdo muitos estudos sugerem a
combinacao de diferentes testes (FILHO et al., 2003).
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Outra situacao que dificulta a identificagcdo de ESBL nos laboratérios clinicos
€ a aquisicao de discos para realizacao do teste de DC, pois poucas empresas 0s
comercializam e os existentes ndo possuem todos os substratos.

Para a deteccdo da producdo de AmpC durante o teste de triagem foi
utiizado o disco de cefoxitina. Nas amostras estudadas, foi observada uma
resisténcia de 8,8% para este antimicrobiano. A maior porcentagem de resisténcia a
cefoxitina foi observada nas amostras de K. pneumoniae (8,2%) seguida por E. coli
(12,5%). Nas amostras de K. oxytoca ndo foi observada resisténcia a este
antimicrobiano, provavelmente devido ao baixo nimero de isolados clinicos de K.
oxytoca estudados.

Sabe-se que nas espécies acima citadas a producao de ESBL nao confere
resisténcia a cefoxitina. Estes dados sugerem uma possivel aquisicdo de enzimas
AmpC plasmidiais, podendo ser motivo desses achados (COUDROW et al., 1997).

Embora a cefoxitina tenha sido utilizada como preditor da presenca de
AmpC, esta nao pode ser utilizada isoladamente, porque outros mecanismos, como
mutacdes em porinas, podem conferir esse fendtipo. O teste confirmatério fenotipico,
como o da adicao de acido bordnico, e testes moleculares por PCR, para pesquisa
da enzima AmpC serao realizados em estudos posteriores (HARADA et al., 2008).

Através dos testes de triagem para a deteccdo da enzima KPC,
determinacao da CIM e difusdo em agar, foram selecionadas 7 amostras (4,4%) que
apresentaram sensibilidade reduzida a meropenem, imipenem e/ou ertapenem, e
que segundo o CLSI (2008), devem ser submetidas a testes adicionais com o
objetivo de confirmar a presencga desta enzima.

Neste trabalho foi realizado o teste de Hodge como teste fenotipico
confirmatério, onde se pode observar uma positividade de 100%. Anderson e
colaboradores (2007) avaliaram métodos para detecdo da enzima KPC e concluiram
que o teste de Hodge possui uma sensibilidade e especificidade de 100%.

A resisténcia aos carbapenémicos ainda é rara entre as enterobactérias,
contudo, o0 uso desses carbapenémicos deve se limitar aos tratamentos direcionados
por testes laboratoriais, ja que o uso generalizado destes agentes podera selecionar
clones de resisténcia (GALES et al., 2002a; PATTERSON, 2000; SOUSA JUNIOR et
al., 2004).
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Embora a taxa de KPC encontrada no Hospital de Clinicas seja
consideravel, ha a necessidade da confirmacdo destes resultados através de
técnicas moleculares de PCR, as quais serao realizadas em estudos posteriores.

Entre os antimicrobianos avaliados quanto a concentracao inibitéria minima,
os carbapenémicos apresentaram a melhor poténcia (CIMsy) e a melhor atividade
(CIMgp), sendo que o meropenem foi mais potente (CIMsy<0,06) e mais ativo
(CIMgp<0,06) que o ertapenem (CIMsy = 0,06/CIMgy = 0,25) e o imipenem (CIMsg =
0,12/CIMgg =0,12), e 0 mais ativo.

Em relacdo a sensibilidade o imipenem foi a Unica droga que apresentou
100% de atividade nas amostras produtoras de ESBL estudadas, e o ertapenem
apresentou 95,9% de sensibilidade. Valores semelhantes foram encontrados em
estudos realizados no Brasil e em outros paises da América Latina, onde mais de
90% das amostras foram suscetiveis aos carbapenémicos (GALES et al., 2002a).

Os carbapenémicos sao agentes antimicrobianos f-lactdmicos com um
excepcional espectro de atividade. O ertapenem tem sido recomendado para o
tratamento de infec¢cdes causadas por cepas produtoras de ESBL (MODY et al.,
2007). Este antibidtico pode ser utilizado em dose diaria unica, o que reduz o custo e
possibilita tratamento ambulatorial, além de ndo apresentar boa atividade contra
nao-fermentadores de glicose, ndo contribuindo desta forma, na pressao seletiva,
umas das principais razbées do aumento da incidéncia de Pseudomonas spp e
Acinetobacter spp resistentes a carbapenémicos (LIVERMORE et al., 2003). Ja o
imipenem e meropenem apresentam meia vida de aproximadamente 1 hora,
impossibilitando a administracédo de apenas uma dose diaria (ZHANEL et al., 2007).

Para todas as cefalosporinas e aztreonam a CIMso e CIMso foram elevadas,
como era esperado. Nos testes de sensibilidade aos antimicrobianos de amplo
espectro as amostras produtoras de ESBL demonstraram baixa atividade a estas
drogas. Dados similares foram encontrados em outros hospitais brasileiros
localizados no Rio de Janeiro, Florianépolis e Sao Paulo em estudo realizado em
1998 pelo programa SENTRY (GALES et al., 1997; SADER, 2000).

A sensibilidade encontrada nos testes in vitro, confirma a necessidade da
realizacado de testes especificos para deteccao da enzima e alteracao dos resultados
de todos os B-lactamicos e monobactamicos como resistentes. Esta norma
estabelecida pelo CLSI tem sido muito discutida por varios autores como essencial
para garantir uma terapia adequada aos pacientes e, ainda, auxiliar na determinacao
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de medidas de controle de sua disseminacao (RICE et al, 1991; PATTERSON,
2006).

Outras drogas alternativas como aminoglicosideos, fluoroquinonas e
sulfametoxazol/trimetoprim podem ser utilizadas no tratamento de infecgbes por
microrganismos produtores de ESBL, porém a sensibilidade destas drogas também
devem ser testadas frente a essas bactérias (VILLA et al., 2000).

Entre as outras opgdes terapéuticas no tratamento de microrganismos
produtores de ESBL encontra-se a tigeciclina. Neste trabalho a sensibilidade a
tigecilina (99,4%) foi bastante satisfatoria. Também foi observada uma alta poténcia
(CIMso = 0,5 pg/mL) e alta atividade (CIMgo = 1,0 pg/mL) a esta droga.

Resultados semelhantes foram encontrados por Lu et al. (2008) em um
estudo com K. pneumoniae e K. oxytoca produtoras de ESBL, onde foi observados
sensibilidade de 99,6%, CIMsy de 0,5 ug/mL e CIMgy de 1,0 pug/mL. Estes dados
demonstram que a tigeciclina pode ser uma das melhores opcgdes terapéuticas em
bactérias resistentes as cefalosporinas e carbapenémicos (LU et al., 2008).
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6 CONCLUSOES

e No teste de triagem para deteccdo de ESBL, entre os seis antimicrobianos
utilizados, a cefpodoxima (99,4%) e a cefotaxima (97,5%) foram os substratos
que apresentaram uma maior sensibilidade para detectar a presenca de
ESBL.

e No teste confirmatério de dupla difusdo o melhor substrato utilizado foi a
ceftriaxona (92,5%), porém a positividade de cada substrato variou de acordo
com a espécie estudada. Para K. pneumoniae a ceftriaxona se manteve o
mais sensivel, para K. oxytoca o aztreonam e ceftazidima e para E. coli o

melhor substrato foi o cefepime.

e No teste confirmatério de discos combinados a cefotaxima (93,1%) foi o
melhor substrato. Assim como no teste e dupla difusdo a positividade dos
substratos variou de acordo com a espécie. Para K. pneumoniae o melhor
substrato foi a cefotaxima, para E. colie K. oxytoca a cefpodoxima.

e Entre os métodos confirmatérios avaliados o de discos combinados (99,4%)
apresentou uma sensibilidade maior em comparacdo ao teste de dupla
difuséo (96,3%).

e A determinacao da CIMso e CIMgo para as cefalosporinas e aztreonam foram
elevadas, e a porcentagem de sensibilidade diminuida, demonstrando que
estas drogas ndo devem ser utilizadas no tratamento das infec¢des por
bactérias produtoras de ESBL.

e A tigeciclina apresentou poténcia, atividade e sensibilidade elevadas,

demonstrando ser uma opc¢ao terapéutica em bactérias multirresistentes.

e Entre os carbapenémicos analisados o meropenem foi mais potente e ativo

que o ertapenem e o imipenem. A maior sensibilidade alcancada foi para o



76

meropenem e imipenem. A elevada sensibilidade aos carbapenémicos
encontrada neste trabalho reafirma a importancia deste grupo de
antimicrobianos como droga de escolha no tratamento de infec¢cées causadas
por microrganismos produtores de ESBL.

No teste fenotipico para avaliar a presenca de outras B-lactamases, a
cefoxitina foi utilizada como marcador da presenca de AmpC, mostrando-se
resistente para E. coli e K. pneumoniae em porcentagem elevada. Embora
nestas espécies bacterianas a producdo de ESBL nao confira resisténcia a
cefoxitina, este teste nao é conclusivo e os resultados devem ser confirmados

através de métodos especificos, como os moleculares.

Para a pesquisa da enzima KPC, através dos dados da CIM e do perfil de
sensibilidade aos carbapenémicos, as amostras selecionadas foram
submetidas ao teste fenotipico de Hodge, as quais apresentaram 100% de
positividade. Porém a resisténcia aos carbapenémicos ainda é rara, sendo
necessaria a confirmacao destes resultados por testes moleculares, como a
PCR.

Neste trabalho foi possivel observar que a avaliacdo dos métodos para a
deteccdo de ESBL depende da expressdo fenotipica da p-lactamase
presente, sendo importante testar a maior variedade possivel de substratos
nos laboratérios de microbiologia e detectar a presenca desta enzima nos
diferentes isolados clinicos, a fim de se evitar custos hospitalares
desnecessarios e uma terapia antimicrobiana inadequada.
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ANEXO

Procedéncia dos meios de cultura, discos e antibioticos utilizados no teste de
sensibilidade aos antimicrobianos por disco difusao e concentracao inibitoria
minima

1 MEIOS DE CULTURA

1.1 Agar Mueller Hinton

- Procedéncia: Difco®; Lote 8052950 / Oxoid®; Lote 872574.

- Modo de preparo: Pesar a quantidade de meio de cultura indicada no rétulo do
frasco, acrescentar a 1000 mL de agua destilada, acertar o pH indicado no rétulo e
aquecer até a fervura. Autoclavar por 15 min a 120°C / 1 atm. Deixar esfriar até
aproximadamente 55°C em banho-maria e distribuir em placas de Petri estéreis,
deixando uma camada de 3 a 4 cm.

1.2 Agar Mac Conkey ]

- Procedéncia: Himédia ®, Mumbai, India; Lote 26205 / Oxoid ®, Lote 628746.

- Modo de preparo: Pesar a quantidade de meio de cultura indicada no rétulo do
frasco, acrescentar a 1000 mL de agua destilada, acertar o pH indicado no rétulo e
aquecer até a fervura. Autoclavar por 15 min a 120°C / 1 atm. Deixar esfriar até
aproximadamente 55°C em banho-maria e distribuir em placas de Petri estéreis.

2 KITS PARA IDENTIFICACAO DE ENTEROBACTERIAS

- Procedéncia: Newprov, Pinhais, Brasil, Lote 8260.

- Modo de preparo: pronto para o uso, contendo as provas de triptofano, glicose,
H.S, gas, lisina, ornitina, motilidade, indol, citrato e ramnose.

3 DISCOS USADOS NO TESTE DE TRIAGEM, E TESTES FENOTIPICOS
CONFIRMATORIOS

Disco Procedéncia Lote
Cefepime Newprov, Pinhais, Brasil 10281
Imipenem Newprov, Pinhais, Brasil DIA24
Ceftazidima Himédia ®, Mumbai, India 32983
Acido Clavulanico Newprov, Pinhais, Brasil | 0280
Aztreonam Newprov, Pinhais, Brasil 0267
Ceftriaxona Newprov, Pinhais, Brasil G1327
Cefoxitina Newprov, Pinhais, Brasil G0183
Meropenem Newprov, Pinhais, Brasil 1376
Ertapenem Oxoid ® - United Kingdom 610898
Cefpodoxima Himeédia ®, Mumbai, India 32369
Cefotaxima Himédia ®, Mumbai, India 32583
Cefotaxima+acido clavulanico Himédia ®, Mumbai, India 26087
Cefotaxima+acido clavulanico Himédia ®, Mumbai, India 25896
Ceftazidima+acido clavulanico Himédia ®, Mumbai, India 32585
Cefotaxima-+acido clavulanico Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, Franga 8F3021

Ceftazidima+acido clavulanico Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, Franca 8H3018




4 ANTIBIOTICOS USADOS PARA DETERMINACAO DA CONCENTRACAOQ

INIBITORIA MINIMA
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Disco Procedéncia Lote
Cefotaxima Sigma Chemical CO (Louis, MO, USA) 036K163
Ceftazidima Sigma Chemical CO (Louis, MO, USA) 027K1468
Aztreonam Sigma Chemical CO (Louis, MO, USA) 124K1448
Cefepime Bristol-Myers Squibb (Rueil-Malmaison, 04G100

France)
Imipenem Merck Sharp & Dohme (Clermont, Franca) F1019
Meropenem BioChimico (Rio de Janeiro, Brasil) 006120
Ertapenem Merck Sharp & Dohme (Clermont, Franca) 0797590
Tigeciclina Wyeth (Madison, NJ, USA) C70378




