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RESUMO

NOBREGA, G. D. Investigacdo de beta-lactamases em Escherichia coli e
Klebsiella spp. isoladas de amostras clinicas obtidas em um hospital puablico
de ensino de Campo Grande, MS. Campo Grande-MS; 2013. [Dissertacdo do
Programa de POs-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento da Regido Centro-
Oeste — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

A incidéncia de infec¢cbdes originadas em ambientes hospitalares € bastante
frequente e conhecida como infeccdo hospitalar (IH). Esse tipo de contaminacéo
provoca sérios agravantes a saude dos pacientes, tornando-os mais debilitados e
expostos a novas doencas. O controle das IHs € dificultado quando as bactérias
apresentam algum mecanismo de resisténcia ao uso do antibiético adotado. No caso
das bactérias Gram negativas, essa resisténcia geralmente € manifestada com a
producdo de enzimas beta-lactamases. Neste estudo investigou-se a producdo de
enzimas beta-lactamases em Escherichia coli e Klebsiella spp., isoladas de
pacientes atendidos em hospital publico de ensino da cidade de Campo Grande-
Mato Grosso do Sul. As amostras clinicas utilizadas na pesquisa foram coletadas no
periodo de julho a dezembro de 2010 e caracterizadas por métodos fenotipicos
padronizados. Os mecanismos de resisténcia pesquisados foram Beta-Lactamase
de Espectro Estendido (ESBL) (16,1%), AmpC (5,5%) e Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase (KPC) (5,5%). A espécie mais isolada foi Escherichia coli (73,6%).
O estudo teve um carater investigativo dos mecanismos de resisténcia, contribuindo
dessa maneira para o diagnéstico das IHs, visando a melhoria das praticas
hospitalares.

Palavras-chaves: Resisténcia bacteriana; Infeccdo hospitalar; Beta-lactamase.



ABSTRACT

NOBREGA, G. D. Investigation of beta-lactamase in Escherichia coli and
Klebsiella spp. isolated from clinical specimens obtained in a public teaching
hospital of Campo Grande, MS. Campo Grande-MS, 2013. [Dissertation Program
Graduate Health and Development Midwest Region - Federal University of Mato
Grosso do Sul].

The incidence of infections originated in hospitals is quite common and known as
nosocomial infection (NI). This type of contamination causes serious aggravating the
health of patients, making them weaker and further exposed to iliness. The control of
the IHS is hindered when the bacteria have some mechanism for resistance to the
antibiotic adopted. In the case of Gram-negative bacteria, this resistance is often
manifested in the production of beta-lactamase enzymes. This study investigated the
production of beta-lactamase enzymes in Escherichia coli and Klebsiella spp.,
isolated from patients in public teaching hospital in the city of Campo Grande, Mato
Grosso do Sul Clinical samples used in the research were collected from July to
December 2010 and characterized by phenotypic methods standardized. Resistance
mechanisms were surveyed Beta-Lactamase Extended Spectrum (ESBL) (16.1%),
AmpC (5.5%) and Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) (5.5%). The most
frequent species was Escherichia coli (73.6%). The study had an investigating
mechanisms of resistance, thus contributing to the diagnosis of IHS aimed at
improving hospital practices.

Keywords: Bacterial resistance; infection; Beta-lactamase.
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1 INTRODUCAO

Infeccado Hospitalar (IH) € um problema de salude publica com grande impacto
sobre a morbimortalidade dos pacientes internados. E, por definicdo, a infecgéo
adquirida apds a admisséo do paciente, e que se manifesta durante a internacédo ou

apos alta, relacionada a procedimentos hospitalares (BRASIL, 1998).

Na medicina, com 0s avancos da tecnologia, houve um aumento na sobrevida
dos pacientes. Por outro lado, a aquisicdo de IH se tornou maior, uma vez que 0
tempo de permanéncia dos mesmos é estendido nas instalacfes hospitalares. De
acordo com Bandero Filho, Reschke e Horner (2006) as IHs representam as mais

frequentes complicacBes em Unidade de Terapia Intensiva (UTI)..

Devido as IHs estarem intimamente relacionadas a procedimentos de risco,
como o uso de cateteres e ventilacdo mecéanica, as bactérias da familia
Enterobacteriacea, uma vez que sdo ubiquitarias, estdo entre um dos mais
importantes agentes destas infeccbes. Podem causar os mais variados tipos de
doencas como infec¢cdes do trato urinario, pneumonias, meningites e septicemias.
Em virtude da gravidade das mesmas, o rapido isolamento, identificacdo e
conhecimento da suscetibilidade aos antibioticos dos isolados para um melhor
prognéstico do paciente é essencial. Entre as elas, Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae estdo, notavelmente, entre as mais importantes no ambito hospitalar
(NOGUEIRA, 2005; PITOUT, 2010).

Apesar do grande avanco no desenvolvimento de antimicrobianos, o cenério
atual demonstra um aumento no numero de isolamento de bactérias anteriormente
sensiveis aos antimicrobianos de wuso hospitalar mais potentes como
carbapenémicos e a emergéncia de micro-organismos intrinsecamente resistentes
(POWERS, 2004).

Dentro do grupo das bactérias da familia Enterobacteriacea, o mecanismo de
resisténcia que se destaca € a producao de beta-lactamases, enzimas que conferem
resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos. Entre as beta-lactamases, as mais

descritas sdo as Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL), AmpC-beta-
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lactamase e KPC (Klebsiella produtora de Carbapenemase) (BLACK, MOLAND,
HOMSON, 2005; JACOBY, MUNOZ-PRICE, 2005; NOGUEIRA, 2005; NOYAL et al.,
2009).

A primeira beta-lactamase descoberta, TEM-1, foi descrita em 1960. Porém,
ao longo dos anos foram sendo descritas novas enzimas, com pequenas
modificacdes através de mutacdes. Conforme as mutacdes foram acontecendo, o
perfil de resisténcia foi alcancando novas classes de antibiéticos (PICAO, GALES,
2007).

As enzimas ESBL tém como caracteristica conferir resisténcia aos beta-
lactamicos de espectro estendido como cefalosporinas de terceira e quarta geragao
e aos monobactamicos. Entretanto, ndo conferem resisténcia as cefamicinas e
carbapenémicos. Antibioticos carbapenémicos s&o considerados farmacos de
escolha no tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias produtoras de ESBL.
Por meio de estudo publicado é possivel perceber que bactérias produtoras deste
mecanismo estdo amplamente disseminadas pelo mundo (GARCIA, GANDARA,
GARCIA, 2010).

AmpC beta-lactamase utiliza alguns antibiéticos como substrato. Entre eles
estdo penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos. Entretanto, diferentemente das
ESBL, bactérias produtoras de AmpC hidrolisam cefamicinas e ndo séo inibidas por
inibidores de beta-lactamases. Normalmente, em associagdo com outros
mecanismos, conferem resisténcia a multiplos antibiéticos. Resultados de falsa
sensibilidade tém sido observados nos testes de suscetibilidade na rotina laboratorial
e autores como Coudron (2005), Andrade (2008) e Polsfuss et al. (2011), tém
relatado falha terapéutica quando utilizadas cefalosporinas de terceira geracado no
tratamento de infec¢cOes causadas por bactérias produtoras de AmpC beta-
lactamase. Entretanto, a sensibilidade as cefalosporinas de quarta geracdo e aos
carbapenémicos é observada (PHILIPPON, ARLET, JACOBY, 2002; BLACK,
MOLAND, THOMSON, 2005; COUDRON, 2005).

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) foi primeiramente descrita em
2001, em um isolado de Klebsiella pneumoniae, nos Estados Unidos. E uma enzima
codificada por plasmideos que inativam penicilinas, cefalosporinas, aztreonam e

carbapenémicos. Portanto, as opc¢les terapéuticas para infec¢cdes causadas por
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estas bactérias fica muito restritas a antibidticos de largo espectro e com alta
toxicidade como aminoglicosideos e polimixina (QUEENAN, BUSH, 2007).

Dada a habilidade das bactérias produzirem diferentes tipos de mecanismos
de resisténcia, a deteccdo desses continua um grande desafio para o laboratério
clinico. Além disso, existe uma dificuldade muito grande em se detectar com rapidez
a producdo destas enzimas devido a falta de métodos padronizados e aplicaveis a
rotina laboratorial (BRADFORD, 2001).

A ocorréncia destes mecanismos de resisténcia deve ser pesquisada com o
propdsito de determinar a prevaléncia de micro-organismos produtores dos mesmos
nas unidades hospitalares de modo que os dados passam a ser Uteis em estudos
epidemioldgicos e possam auxiliar a CCIH na tomada de medidas de prevencéo e

controle de infec¢do por esses patdgenos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Infeccado Hospitalar

Infeccdo Hospitalar (IH) € um problema de saude publica, com grande
impacto soOcio-econdmico. Tem como consequéncia a elevagcdo na taxa de
morbimortalidade, ampliacdo no tempo de permanéncia dos pacientes no hospital e
aumento no custo do tratamento (BRASIL, 1998). Séo infeccBes de dificil controle
devido as condi¢cBes do préprio ambiente hospitalar, da utilizacdo de procedimentos
invasivos e doencgas de base dos pacientes internados. Os procedimentos cirlrgicos,
uso de cateteres, imunossupressores, ventilagdo mecanica sdo descritos como

importantes condi¢des de risco para estas infecgcdes (NOGUEIRA et al., 2009).

Outro fator critico sdo os reservatdrios hospitalares tais como equipamentos
de solucbes de limpeza, panos de chao, desinfetantes, pias e torneiras que podem

ser colonizadas por bactérias (BRAGA et al., 2004).

A insuficiéncia das praticas de higienizacdo das maos por parte dos
profissionais da saude ao lidar com os pacientes € outro elemento importante a ser
considerado que dificulta o controle da disseminacdo de micro-organismos nos
hospitais (TIPLE et al., 2010).

Em vista da necessidade do controle e da reducéo da incidéncia e gravidade
destas infecgbes, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), determinou
por meio da Portaria n°® 2.616/98, de 12 de maio de 1998, o inicio do Programa de
Controle de Infeccdo Hospitalar. Este programa estabelece a formagdo de uma
Comisséo de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH), formada por profissionais da
saude, de nivel superior, para que estes sejam encarregados da execucao de agdes

necessarias para o controle das infeccdes relacionadas a assisténcia a saude

(IRAs), bem como a realizacdo de vigilancia epidemioldgica.

Neste contexto, as bactérias da familia Enterobacteriaceae se destacam
como importantes agentes de IH, pois frequentemente exibem fendtipos de

resisténcia a multiplos antibioticos, o que dificulta o controle dessas infec¢des.
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2.2 Familia Enterobacteriacea

Bactérias da familia Enterobacteriaceae sao bacilos Gram negativos,
fermentadores de glicose, oxidase negativos, capazes de reduzir nitratos a nitritos,
catalase positivo, aerébios ou anaerobios facultativos e sdo isolados em meios de
cultura como agar sangue, MakConkey e Cled (KONEMAN et al., 2006).

Esses micro-organismos sdo ubiquitarios, estdo presentes na agua, solo,
intestino de animais e humanos, em frutas, vegetais, gréos e arvores. Dependendo
das condicdes favoraveis, podem causar uma série de infec¢des, incluindo do trato
urinario, meningites, pneumonia, bacteremias, entre outras infec¢bes, na
comunidade e, também, no ambiente hospitalar (SOUZA, TORRES, OLIVEIRA,
2010).

2.3 Resisténcia Antimicrobiana em enterobactérias

Desde a introducdo do uso clinico dos primeiros agentes antimicrobianos, a
resisténcia aos antibidticos vem sendo descrita. Mesmo em 1940, ano que deu
origem a “Era dos Antibioticos”, Ernst Chain e Edward Abraham descobriram uma
substancia produzida por Escherichia coli que tinha poder de inativar a penicilina. No
mesmo ano, concluiu-se que o desenvolvimento de resisténcia ocorria em resposta
ao proprio uso de antibioticos (POWERS, 2004; ROSSI, ANDREAZZI, 2006).

Antibidticos beta-lactamicos sdo amplamente utilizados no tratamento de
infecgbes por enterobactérias. Entretanto, tem se observado um crescimento no
isolamento de bactérias, membros dessa familia, com resisténcia a varias classes de
antibidticos, fato que tem limitado as opcdes terapéuticas. No grupo das
Enterobactérias, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae destacam-se como as
espécies mais comumente relacionadas com a producdo de beta-lactamases
(OLIVEIRA et al., 2009).

Nos anos 60 e 70, o uso indiscriminado de penicilinas, penicilinas resistentes

a beta-lactamases e cefalosporinas favoreceu a emergéncia de bactérias resistentes
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a antibidticos que anteriormente eram sensiveis. Entre as bactérias Gram negativas,
0S mecanismos de resisténcia mais descritos foram: producdo de beta-lactamases,
bombas de efluxo e impermeabilidade da membrana por perda de porinas
(LIVERMORE, WOODFORD, 2006).

A resisténcia aos antibidticos € uma importante questdo que afeta a saude
publica e, sua deteccédo pelos laboratoérios clinicos é essencial para auxiliar a equipe
médica. A identificacdo acurada desses micro-organismos ajuda no controle da
disseminacdo dessas bactérias e na selecdo de antibidticos mais adequados para a
terapéutica (PITOUT, LAUPLAND, 2008).

Outro fator agravante é a disseminacao epidémica dos genes de resisténcia,
nao s6 dentro de uma mesma espécie, mas também entre bactérias de outras
espécies. Estes patdgenos tém demonstrado a capacidade de transferéncia dos
mesmos por meio de plasmideos e transposons (LUIZ, 2006). Plasmideos séo
moléculas circulares de DNA, que se replicam independentemente do DNA
cromossomal e carregam importantes informacgdes genéticas, como a codificacdo de
mecanismos de resisténcia. Em contrapartida, os transposons sao elementos
genéticos moveis, autbnomos, capazes de mudar de posi¢cdo dentro do genoma
bacteriano (HAMER et al., 2001; ROSSI, ANDREAZZI; 2006).

A resisténcia aos antimicrobianos ocorre por meio de diversos mecanismos. A
inativacdo enzimatica por intermédio das beta-lactamases se destaca entre as
bactérias Gram negativas. Genes que codificam essas enzimas sofrem mutagéo
continuamente em resposta a grande pressdo exercida pelos antibioticos usados
para lidar com o desenvolvimento de novas beta-lactamases (JACOBY, MUNOZ-
PRICE, 2005; NOYAL et al., 2009).

2.4 Beta-lactamases

Beta-lactamicos sdo antibiéticos que exercem sua atividade por meio da acéo
de um anel beta-lactamico presente em sua estrutura molecular. Dentre eles estéo:
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos. Supde-se que este

anel se ligue em proteinas responsaveis pela formacao da parede celular bacteriana,
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as PBPs. Quando ligadas as mesmas nao podem exercer seu papel o que gera o

rompimento da parede celular, levando & morte bacteriana.

As beta-lactamases sdo enzimas capazes de clivar o anel beta-lactamico, e,
portanto, inativar a acdo dos antibidticos contendo este anel em sua estrutura
molecular, como pode ser observado na Figura 3. (HAUSER et al., 2009; ROSSI,
ANDREAZZI, 2006).

2.4.1 Historico das Beta-Lactamases

A primeira beta-lactamase foi descrita em 1960, originalmente demonstrada
em um isolado de Escherichia coli de hemocultura de uma paciente internada na
Grécia, chamada Temoniera. Por isso, o plasmideo foi denominado TEM-1. Dentro
de pouco tempo, a beta-lactamase codificada pelo plasmideo TEM-1 foi difundida
pelo mundo, e agora, é também encontrada em diferentes membros da familia
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophylus influenzae e Neisseria
gonorrhoeae. De acordo com dados da literatura, mais de 90% da resisténcia a
ampicilina em Escherichia coli é devido a producdo de TEM-1 (BRADFORD, 2001,
PICAO, GALES, 2007).

Mais tarde, outra beta-lactamase plasmideo-mediada foi descrita em
Klebsiella pneumoniae e E. coli, a SHV-1. Essa enzima é comumente encontrada
em K. pneumoniae e é responsavel por mais de 20% da resisténcia a ampicilina
nestas espécies. Algumas vezes também é relatada integrando o cromossomo
bacteriano de K. pneumoniae (BRADFORD, 2001).

Ambas enzimas, TEM-1 e SHV-1, sdo consideradas beta-lactamases de
espectro restrito, hidrolisam ampicilina e cefalosporinas de primeira geracdo e néo
apresentam atividade contra cefalosporinas de espectro ampliado as quais possuem
uma cadeia lateral oximino (STURENBURSB et al., 2005).

Assim, com o surgimento das enzimas TEM-1 e SHV-1, as cefalosporinas de
espectro ampliado passaram a ser a principal opcédo de escolha para o tratamento

contra bactérias produtoras de beta-lactamases. Entretanto, seu amplo uso
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favoreceu a selecdo de isolados produtores de beta-lactamases de espectro
ampliado (BRADFORD, 2001; PICAO e GALES, 2007).

Em 1983, foi descrita, na Alemanha, a primeira beta-lactamase capaz de
hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro. Derivada da classica SHV, a SHV-2 foi
isolada de Klebsiella ozaenae, denominada de beta-lactamase de Espectro
Estendido (ESBL). Com o passar dos anos, variantes da ESBL “classica” foram
identificadas e mais de 370 variantes sdo conhecidas (STURENBURB et al., 2005;
DALMARCO, BLATT, CORDOVA, 2006).

2.4.2 Classificagdo das Beta-Lactamases

Em 1980, Ambler, baseado na similaridade entre sequéncias de aminoécidos,
propés uma classificacdo. Mais tarde, em 1989, Bush-Jacoby-Medeiros, propuseram
outra classificacdo baseada nas caracteristicas fisicas e funcionais de cada enzima.

Foi atualizado em 2010 por Bush & Jacoby.

2.4.2.1Classificacdo de Ambler (1980)

Ambler dividiu as beta-lactamases em quatro classes: A, B, C e D, sendo
agrupadas de acordo com a similaridade entre as sequéncias de aminoacidos. As
classes A, C e D possuem o sitio de acdo composto por serinas, enquanto a classe
B, também chamadas metallo-beta-lactamases, utilizam o zinco (Zn) como cofator
(AMBLER, 1980; DALMARCO, BLATT, CORDOVA; 2006).

2.4.2.2 Classificacdo de Bush-Jacoby-Medeiros (1989)

Essa classificacdo leva em consideragéo o perfil do substrato, propriedades
de inibicdo, além de caracteristicas fisicas como peso molecular e ponto isoelétrico

das enzimas. Quatro grupos séo definidos:
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Grupo 1: enzimas que ndo sofrem inibicdo pelo &cido clavulanico. Ex.: as

cefalosporinases;

Grupo 2: enzimas de amplo espectro que sao inibidas pelo &cido clavulanico. Ex.: as

penicilinases e cefalosporinases;

Grupo 3: enzimas que necessitam do ion Zn como cofator e atuam sobre penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos. Nao sao inibidas pelo &cido clavulanico.
Entretanto, tem sua atividade inibida na presenca de Acido Etilenoaminotetracético

(EDTA) devido a sua agéo quelante sobre o ion Zn. Ex.: as metalo-beta-lactamases;

Grupo 4: enzimas penicilinases que ndo sao inibidas pelo acido clavulanico. Ex.: as
beta-lactamases codificadas pelo plasmideo OXA (ROSSI, ANDREAZZI, 2006).

2.4.2.3 Classificacédo de Bush-Jacoby (2010)

Nesta Ultima atualizacdo, Bush, Jacoby (2010) defendem que uma
classificagdo baseada na atividade da enzima, ou seja, em grupos funcionais,
permite ao clinico correlacionar as propriedades de cada enzima com o perfil de
resisténcia observado por cada isolado clinico. Portanto, eles dividiram as beta-

lactamases em apenas trés grupos:

Grupo 1: E o grupo das cefalosporinases. Enzimas pertencentes a classe molecular
C, de Ambler, que sdo mais ativas contra cefalosporinas e ndo sao inibidas por

inibidores de beta-lactamases, como o acido clavulanico e tazobactam.

Grupo 2: Séo as serino beta-lactamases, enzimas pertencentes ao grupo A e D, de
Ambler, representadas pelo maior grupo de beta-lactamases. E dividido em
subgrupos conforme o espectro de acao de cada enzima. Alguns dos representantes
sdo ESBL, CTX-M e KPC.

Grupo 3: Neste grupo as enzimas necessitam do ion zinco em seu sitio de acéo para
produzir atividade contra os antimicrobianos. Sao as metallo-beta-lactamases
(MBLs). Tem habilidade de hidrolisar carbapenémicos e séo inibidas por quelantes

de ions, como o EDTA.
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2.5 Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL)

As ESBL sdo enzimas codificadas por plasmideos, na maioria das vezes,
derivadas dos genes TEM e SHV, capazes de hidrolisar beta-lactamicos de amplo
espectro como cefalosporinas de terceira (ceftazidima, ceftriaxona e cefotaxima) e
quarta geracao (cefepime), monobactamicos (aztreonam), mas nao cefamicinas
(cefoxitina e cefotetan) e carbapenémicos (ertapenem, imipenem e meropenem).
S&o inibidas por inibidores de beta-lactamases como acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam (GARCIA, GANDARA, GARCIA, 2010). Pertencem ao grupo 2 de Bush
e a classe molecular A de Ambler. Sdo enzimas mediadas por plasmideos, na
maioria das vezes, derivadas dos genes TEM e SHV (ROSSI, ANDREAZZI, 2006).

Além disso, bactérias produtoras de ESBL s&do, comumente, resistentes
também a farmacos nao beta-lactamicos, como fluorquinolonas e aminoglicosideos,
o0 que diminui ainda mais as opc¢Oes terapéuticas nestes casos (WEINBREN,
BORTHWICK, 2005). Primeiramente foram descritas na Alemanha, em 1983 e, mais
tarde, em um surto na Frangca, em 1985. Ocorrem predominantemente no género
Klebsiella e em menor quantidade em E. coli. Porém, podem ser encontradas
também em Proteus mirabilis, Citrobacter diversus, Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, Salmonella spp. e
Pseudomonas aeruginosa (VARAIYA et al., 2008).

2.5.1 Tipos de ESBLs

De acordo com estudos prévios, acredita-se que as ESBLs sao derivadas de
outras beta-lactamases, apds a ocorréncia de mutacdes genéticas. As diferencas
estdo em uma ou mais substituicbes de aminoacidos que alteram as propriedades
do sitio de acdo. Estas alteracbes permitem um aumento na atividade contra

cefalosporinas de amplo espectro (BRADFORD, 2001).

A maioria das ESBLs pertence a classe molecular A de Ambler e séo
agrupadas e denominadas de acordo com a sua similaridade com enzimas

precursoras. Sao derivadas na maior parte das enzimas SHV e TEM. Entretanto,
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outras enzimas com fenétipo de ESBL tém sido descritas, como IRT, CTX-M, BES,
PER, GES, VEB (ANDRADE, 2008; OLIVEIRA et al., 2009; GARCIA, GANDARA,
GARCIA, 2010; KHAN et al., 2010).

2.6 Beta-lactamases AmpC

As beta-lactamases conhecidas como cefalosporinases cromossomais ou
AmpC sao enzimas codificadas por genes de origem cromossOmica ou plasmidial.
As AmpC mediadas por plasmideos sédo derivadas dos genes CMY, MIR, MOX, LAT,
FOX, DHA, ACT, ACC e CFE. Essas beta-lactamases sdo capazes de hidrolisar
penicilinas, monobactamicos e cefalosporinas de até terceira geracdo, inclusive
cefamicinas, sendo que a resisténcia a cefoxitina é o principal marcador da
expressao de AmpC. Essa enzima néo hidrolisa cefalosporinas de quarta geracao e
carbapenémicos e nao séo inibidas por inibidores de beta-lactamases. As bactérias
produtoras de AmpC sdo, comumente, resistentes também a farmacos nao beta-
lactamicos, como aminoglicosideos, cloranfenicol, quinolonas, sulfonamidas,
tetraciclinas e trimetropim (JACOBY, 2009; PHILIPPON, ARLET, JACOBY, 2002).

A expressdo de AmpC de origem cromossOmica pode ocorrer de forma
constitutiva (Escherichia coli, Shigella spp.) ou induzivel (exemplo: Enterobacter
spp., Citrobacter spp., Morganella spp., Serratia spp.). Na auséncia de beta-
lactdmicos indutores, a producdo de AmpC constitutiva ocorre em niveis baixos,
enquanto que a produgédo de AmpC induzivel ocorre na presenga de beta-lactamicos
indutores. Em ambos os casos, a hiperproducdo ou hiperinducdo dessa enzima
pode ser atribuida a mutacdo nos genes reguladores de AmpC (PHILIPPON,
ARLET, JACOBY, 2002; JACOBY, 2009).

Sdo considerados beta-lactamicos indutores fortes para AmpC:

benzilpenicilina, ampicilina, amoxicillina e cefalosporinas (JACOBY, 2009).

As enzimas AmpC de origem plasmidial tem sido associada a uma falta
sensibilidade in vitro as cefalosporinas (BLACK, MOLAND, THOMSON, 2005). Além
disso, a producdo de AmpC estd relacionada, muitas vezes, com AmpC

cromossOmica de outras espécies de bactérias que atuaram como fonte para o gene
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de AmpC . Por exemplo, seis variedades para AmpC (CMY-1,-8, -9, -10, -11, E -19)
estdo relacionadas com AmpC cromossémica de Aeromonas spp. € as demais
variedades, a qual inclui-se a variedade mais comum (CMY-2), sdo derivadas da
AmpC cromossomica de Citrobacter freundii (JACOBY, 2009).

Segundo o mesmo autor, a producdo de AmpC plasmidial ocorre
principalmente de forma constitutiva, nas espécies Klebsiella pneumoniae, Klebsiella

oxytoca, Proteus mirabilis e Salmonella spp..

As beta-lactamases AmpC pertencem ao grupo 1 de Bush e a classe
molecular C de Ambler e j& se sabe que o &cido 3-amino-fenilborbnico atua como
inibidor de AmpC nos testes in vitro (BEESLEY et al., 1983, COUDRON et al., 2005).

2.7 Carbapenemases

Diversos mecanismos podem estar relacionados a resisténcia aos antibioticos
carbapenémicos, tais como: modificacdo na permeabilidade de membrana e
aumento na regulacdo das bombas de efluxo, associado a hiperproducdo de AmpC
ou ESBL ou a producdo de enzimas carbapenemases (NORDMANN, CUZON,
NAAS, 2009).

As beta-lactamases conhecidas como carbapenemases séo codificadas por
genes de origem cromossomica ou plasmidial. As carbapenemases de origem
cromossOmica sdo derivadas de genes SME, NMC e IMI e descritas nas espécies
Serratia marcescens e Enterobacter cloacae. Ja as carbapenemases de origem
plasmidial sdo derivadas dos genes KPC e GES e descritas na espécie Klebsiella
pneumoniae, mas também sdo encontradas em outras espécies da familia
Enterobacteriaceae (QUEENAN, BUSH, 2007).

As carbapenemases conferem resisténcia a todos os antibioticos beta-
lactamicos: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos. Os
carbapenémicos sao as drogas de escolha no tratamento de infecgcbes graves por
bactérias Gram negativas multirresistentes, tais como infec¢cdes causadas por
enterobactérias produtoras de ESBL (WOODFORD et al., 2004).
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Entre as carbapenemases, destacam-se as metallo-beta-lactamases e as

Klebsiella pneumoniae carbapenemases (KPC).

2.7.1 Metallo-beta-lactamase (MBL)

As Metallo-Beta-Lactamase (MBLSs) pertencem ao grupo 3 de Bush e a classe
molecular B de Ambler.

Em 1991, as MBLs foram descritas na espécie Pseudomonas aeruginosa,
pela primeira vez, e posteriormente em espécies da familia Enterobacteriaceae, tais
como Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Escherichia coli, Enterobacter
cloacae e Citrobacter freundii (QUEENAN, BUSH, 2007).

Para esses mesmos autores, essas enzimas sao resistentes as penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos, ndo hidrolisam aztreonam, ndo sédo inibidas por
inibidores de beta-lactamases, mas séo inibidas por quelantes de ions metalicos.
Além disso, as MBLs requerem fons Zn*? ou outros cations divalentes como cofator
no sitio ativo e por isso, séo inibidas por agentes gquelantes, como o &cido

etilenodiamino tetracético (EDTA).

2.7.2 Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

As Klebsiela pneumoniae carbapenemase (KPCs) pertencem ao grupo 2 de

Bush e a classe molecular A de Ambler.

Em 1996, a primeira KPC foi identificada na Carolina do Norte, EUA (YIGIT et
al., 2001). No Brasil, o primeiro relato feito por Monteiro et al. (2009) faz a descri¢cédo

de quatro casos de KPC no Recife.

Essas enzimas sao resistentes as penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos e sao fracamente inibidas por inibidores de
beta-lactamases (YIGIT et al., 2001; NORDMANN, CUZON, NAAS, 2009).
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Diante do aumento do numero de casos de KPC em todo o mundo nos
altimos anos, o Control Laboratory Standard Institute (CLSI) revisou os critérios de
interpretacdo de susceptibilidade aos carbapenémicos. Além disso, foi padronizado
um método fenotipico confirmatorio para deteccdo de carbapenemase em
Enterobacteriaceae, com alta sensibilidade e especificidade (>90%) para
carbapenemase do tipo KPC. A investigacdo de carbapenemases é recomendada

para fins epidemioldgicos ou para auxiliar o controle de infec¢des (CLSI, 2011).

No Brasil, enterobactérias produtoras de KPC foram destaque entre 2009 e
2010 devido ao aumento do numero de casos relatados a ANVISA. Diante dessa
disseminacao no pais, em 2010, a ANVISA publicou a Nota Técnica N°1/2010 com
orientacdes sobre identificacdo, prevencdo e controle de infeccbes relacionadas a
assisténcia a satde por micro-organismos multirresistentes (BRASIL, 2010).

A emergéncia de micro-organismos multiresistentes é um dos principais
fatores responsaveis pela dificuldade no controle das IHs como um todo. Diante do
exposto, € importante identificar os perfis de resisténcia destes micro-organismos
nas unidades hospitalares, a fim de se estabelecer medidas de controle e prevencgao
de infec¢Bes por bactérias multirresistentes, de acordo com as caracteristicas e

peculiaridades do hospital e dos pacientes ali assistidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a producdo de beta-lactamases em Escherichia coli e Klebsiella
spp. isoladas de amostras clinicas obtidas em um hospital puablico de ensino de

Campo Grande, MS.

3.2 Especificos

e Estimar a prevaléncia de E. coli e Klebsiella spp. em um hospital publico de

ensino de Campo Grande, MS;

e Verificar as espécimes clinicas de maior isolamento de E. coli e Klebsiella

SPp.-;

e Avaliar a producdo de ESBL, AmpC e carbapenemase em E. coli e Klebsiella

Spp.;

e Determinar o perfil de resisténcia das enterobactérias produtoras de ESBL,

AmpC e carbapenemase

e Propor uma metodologia para deteccao simultanea de ESBL, AmpC e KPC.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Estudo descritivo de desenho transversal.

4.2 Periodo e Local

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Pesquisas Microbiolégicas
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), em conjunto com o
Laboratorio de Bacteriologia do setor de Analises Clinicas do Hospital Maria
Aparecida Pedrossian da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HU/UFMS).

O mesmo € caracterizado como instituicdo de ensino terciario e pesquisa, e
possui 256 leitos, sendo 41 leitos de unidades criticas, distribuidos em: oito de UTI
adulto, seis de UTI neonatal, 12 unidades intermediéarias, cinco UTI’s pediatricas e

duas unidades de isolamento.

Foram selecionadas Escherichia coli e Klebsiella sp de materiais bioldgicos
diversos, nao repetitivos, de pacientes atendidos pelo hospital, no periodo de julho a
dezembro de 2010.

4.3 Fontes de dados

Foram incluidos no estudo, isolados de Escherichia coli e Klebsiella sp
obtidos a partir de culturas de amostras biologicas de pacientes atendidos pelo HU-
UFMS.

Dentre as amostras isoladas foram selecionadas as que atendessem aos
critérios de inclusdo para a realizacdo de testes fenotipicos de identificacdo dos

mecanismos de resisténcia pesquisados no estudo.
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Os critérios utilizados para escolha das bactérias a serem estudadas foram:

¢ Resisténcia a uma ou mais cefalosporinas de 32 geracéo e/ou;
e Resisténcia a cefoxitina e/ou;
e Resisténcia ou sensibilidade aos carbapenémicos: imipenem, meropenem e

ertapenem.

Foram excluidas culturas repetidas de um mesmo paciente, com mesmo perfil

de suscetibilidade, isoladas em datas muito proximas.

Os micro-organismos foram armazenados em caldo BHI (Brain-Heart Infusion
- MERCK®) a -15°C e Agar Fosfatase (AF) (“in house”) & temperatura ambiente.

4.4 \dentificagéo e Perfil de Suscetibilidade Antimicrobiana

A identificacdo e o antibiograma foram realizados pelo sistema automatizado
VITEK 2® Compact (BioMérieux). Este sistema de automacdo utiliza cartdes com
reagentes a partir dos quais € determinado o perfil fenotipico da bactéria, por meio
de leituras de reacdes colorimétricas e de turbidimetria.

Foram utilizados os cartdes GN Test Kit do VITEK 2 para identificacdo de
Gram negativos e o cartdo AST N 104 Test Kit (Antibiograma para Gram negativos
urinarios) e AST N 105 Test Kit (Antibiograma para Gram negativos hospitalares)
para o teste de suscetibilidade antimicrobiana, conforme instru¢bes do fabricante no

que diz respeito ao preparo do indculo, incubacao, leitura e interpretacéo.

As suspensdes bacterianas foram preparadas a partir de col6nias puras e
recentes e a turbidez foi ajustada em um turbidimetro (DensiCheckTM, BioMérieux)
em solugcdo salina equivalente 0,5% da escala Mc Farland. Os cartdes foram
preenchidos e selados por meio de um sistema a vacuo e incubados no aparelho a
35,5°C.

Durante o periodo de incubacgdo, leituras cinéticas fluorescentes foram
realizadas a cada 15 minutos. Os dados foram entdo analisados pelo software do
VITEK 2 e o resultado reportado (LING, 2001).
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4.5 Testes Fenotipicos para Determinacédo de Beta-Lactamases

4.5.1 Pesquisa da Producéo de ESBL e AmpC

Para a pesquisa de ESBL e AmpC foi utilizada a técnica de disco-difusao,
com antibidticos isolados e combinados com inibidores de beta-lactamases (acido
clavulanico — AC e &cido fenilborénico — AFB) conforme desenho esquemético na
Figura 1.

CFO/AFB

CTX/AC CTX/AC/AFB

Nota: CFO: cefoxitina; CFO/AFB: cefoxitina/acido fenilborénico; CTX: ceftaxima; CTX/AC:
cefotaxima/acido clavulanico; ERT: ertapenem; CTX/AFB: cefotaxima/acido fenilborénico;

CTX/AC/AFB: cefotaxima/acido clavulanico/acido fenilborbnico.

Figura 1 Desenho esquematico da disposicdo de discos de antibidticos para pesquisa de
ESBL e AmpC.
Fonte: NOBREGA, 2010.
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Em uma placa de 4 a 5mm de agar Mueller Hinton, foram dispostos os discos
de cefotaxima (CTX) (30ug/SENSIDISC®) e cefotaxima associada ao acido
clavulanico (CTX/AC) (30/10ug/Bio-Rad®), como preconizado pelo CLSI (2010),

para a deteccao fenotipica da producdo de ESBL.

Para a pesquisa de AmpC beta-lactamase foram dispostos sobre a mesma
placa, os discos de cefoxitina (CFO) (30ug/SENSIDISC®) e cefoxitina associada ao
acido fenil borénico (CFO/AFB) (400ug/SIGMA ALDRICH®) como descrito por
Coudron et al. (2005).

Em razdo das AmpC beta-lactamases ndo serem inibidas pelo &cido
clavulanico, os micro-organismos produtores de AmpC e ESBL concomitantemente
poderiam demonstrar um resultado falso negativo no teste fenotipico para deteccéo
de ESBL. Por isso, foram colocados discos de cefotaxima (CTX) e cefotaxima
associada ao AC (CTX/AC), ambos em associagcdao com o AFB na mesma placa de
antibiograma. A adicdo do AFB teve como objetivo inibir a AmpC para que a mesma

nao mascarasse a producao de ESBL.

Amostras que desenvolveram halos iguais ou maiores que 5mm nos discos
de cefotaxima contendo AC em relacéo ao disco de cefotaxima foram considerados
positivos para a producéo de ESBL (Figura 2).

Isolados que demonstraram halos de inibicdo iguais ou maiores que 5mm nos
discos de cefoxitina contendo AFB em relacéo ao disco de cefoxitina isolado foram

considerados positivos para a producao de AmpC (Figura 3).

Além disso, quando os isolados eram produtores concomitantemente de
AmpC e ESBL, o mesmo critério foi aplicado para os disco de cefotaxima e

cefotaxima + AC adicionados de AFB (Figura 4).
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Figura 2 Foto ilustrativa de Klebsiella pneumoniae com teste fenotipico positivo para
producdo de ESBL. Nota: CFO: cefoxitina; CFO/AFB: cefoxitina/acido
fenilborbnico; CTX: cefotaxima; CTX/AC: cefotaxima/acido clavulanico;
CTX/AC/AFB: cefotaxima/acido clavulanico/acido fenilborénico; ERT: ertapenem.

Fonte: NOBREGA, 2010.

Figura 3 Foto ilustrativa de Klebsiella pneumoniae com teste fenotipico positivo para
producdo de AmpC beta-lactamase. Nota: CFO: cefoxitina; CFO/AFB:
cefoxitina/dcido fenilborénico; CTX: cefotaxima; CTX/AC: cefotaxima/acido
clavulanico; CTX/AC/AFB: cefotaxima/acido clavulanico/acido fenilborénico; ERT:
ertapenem.

Fonte: NOBREGA, 2010.
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Figura 4 Foto ilustrativa de Klebsiella pneumoniae com teste fenotipico positivo para
producdo de ambas beta-lactamases (ESBL e AmpC). Nota: CFO: cefoxitina;
CFO/AFB: cefoxitina/acido  fenilborbnico; CTX: cefotaxima; CTX/AC:
cefotaxima/acido clavulanico; CTX/AC/AFB: cefotaxima/acido clavulanico/acido
fenilborénico; ERT: ertapenem.

Fonte: NOBREGA, 2010.

4.5.2 Teste de Hodge para Pesquisa da Producédo de Carbapenemase

A pesquisa de carbapenemase foi realizada pelo método de Hogde

modificado, como descrito pelo CLSI (2010).

Uma suspensao bacteriana foi preparada de uma cultura de 24hs da cepa de
E. coli ATCC 25922, ajustada a 0,5 da escala de MCFarland e diluida, em seguida,

na proporcao de 1:10 com 4gua destilada estéril.

Com um swab semeou-se esta suspensdo em &agar Mueller-Hinton (Oxoid®,
Basingstoke, Inglaterra). Posteriormente, foram dispostos na placa os discos de
Meropenem 10pg (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra) e Ertapenem 10upg (Oxoid®,
Basingstoke, Inglaterra). Entéo, foi feita uma estria da borda do disco de antibiético
em direcdo a periferia da placa de colbnias frescas, cultivadas a 24 horas, da

amostra a ser testada.
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Realizou-se a leitura apos 16 a 20 horas de incubagcdo em estufa a 37°C.
Quando houve invaginacao do halo de inibicdo da cepa E. coli ATCC 25922 préximo
ao crescimento da estria da amostra testada, foi considerado positivo para o teste de
Hodge modificado, exemplificado na Figura 5.

- Ertapenem Meropenem

| @ o

Figura 5 Foto ilustrativa de Klebsiella pneumoniae com teste de Hodge maodificado positivo
para producéo de carbapenemase.

Fonte: NOBREGA, 2010.

4.6 Estratégias para Analise de Dados

Os dados foram digitados em planilhas no programa Excel® (Microsoft Office
2007) e analisados pelo programa Epilnfo™ 3.5.1 (2008).
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4.7 Consideracdes Eticas

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP),
protocolo n° 1752 ano 2010 (ANEXO A). Como foram utilizados isolados bacterianos
armazenados nos bancos de cepas do hospital, foi aprovada dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.
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5 RESULTADOS

Entre as Enterobactérias isoladas no periodo, 361 (73,7%) eram Escherichia
coli, 125 (25,5%) Klebsiella pneumoniae e 4 (0,8%) Klebsiella oxytoca, como pode

ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 - NUumero e porcentagem de Enterobactérias segundo espécie e frequéncia, HU-
UFMS, julho a dezembro - 2010 (n = 490).

Espécie N %
Escherichia coli 361 73,7
Klebsiella pneumoniae 125 25,5
Klebsiella oxytoca 4 0,8
Total 490 100

Os micro-organismos foram isolados de espécimes clinicos diversos,

principalmente de urina (87,3%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Namero e porcentagem de amostras estudadas segundo material biolégico do
isolamento e frequéncia, HU-UFMS, julho a dezembro - 2010 (n = 490).

Material Biolégico N %
Urina 428 87,3
Sangue 33 6,7
Aspirado Traqueal 10 2,0
Secrecdes 9 1,8
Exsudato de ferida 4 0,8
Liquido Abdominal 3 0,6
Biopsia de pele 1 0,2
Fragmento 6sseo 1 0,2
Liquor 1 0,2
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Os resultados dos testes fenotipicos realizados para pesquisa de beta-
lactamases do tipo ESBL, AmpC e carbapenemase (KPC) estdo mostrados na
Tabela 3.

Nesta observa-se entre todas as bactérias estudadas, Klebsiella spp. Que

mais expressou a producéo de beta-lactamases.

Tabela 3 - Numero e frequéncia de bactérias produtoras de beta-lactamases segundo
espécie e mecanismo de resisténcia, HU-UFMS, julho a dezembro - 2010 (n =

490).

ESBL AmpC KPC

Positivo Positivo Positivo
Espécie N % N % N %
E. coli 21 5,8 1 0,3 1 0,3
K. oxytoca 1 25,0 0 0,0 0 0,0
K. pneumoniae 57 45,6 26 20,8 26 20,8
Total 79 16,1 27 55 27 55

Nota: A producéo de ESBL, AmpC e KPC estimada por meio testes fenotipicos.

As amostras positivas para ESBL apresentaram altos indices de resisténcia
frente a ceftazidima (CAZ), cefotaxima (CTX) e aztreonam (AZT), como pode ser
observado na Tabela 4. Em relacdo a representante das cefamicinas, a cefoxitina
(CFO), a taxa de resisténcia foi de 54,4%. Para cefepime (CEF), as amostras

produtoras de ESBL apresentaram alta porcentagem de resisténcia, sendo 92,4%.

Outras classes de antibidticos também foram avaliadas. Das quinolonas,
foram testadas ciprofloxacino (CIP) e levofloxacino (LEV), das quais ciprofloxacino
menor porcentagem de resisténcia foi vista frente as amostras ESBL positivas. Dos
carbapenémicos testados, ertapenem e meropenem, a mesma taxa de resisténcia,
21,5%, foi observada. Menor valor de resisténcia foi observado por um
aminoglicosideo, a amicacina, com resisténcia em apenas 5 (6,3%) dentre as 79

amostras produtoras de ESBL. Observar Tabela 4.
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Tabela 4 - Numero e frequéncia de resisténcia segundo antibibticos testados para bactérias
produtoras de ESBL, HU-UFMS, julho a dezembro - 2010 (n = 79).

Antibiotico N Resistente (%)
CAZ 74 93,7
CTX 74 93,7
ATM 74 93,7
CEF 73 92,4
LEV 58 73,4
CIP 54 68,4
CFO 43 54,4
GEN 23 29,1
IPM 17 21,5
ERT 17 21,5
MER 17 21,5
AMI 5 6,3

Nota: CAZ: ceftazidima; CTX: cefotaxima; ATM: aztreonam; CEF: cefepime; CFO: cefoxitina; CIP:
ciprofloxacina; LEV: levofloxacina; IPM: imipenem; ERT: ertapenem; MER: meropenem; GEN:

gentamicina; AMI: amicacina.

Analisando as amostras positivas para a producdo de AmpC, 83,3%

apresentou resisténcia in vitro frente a cefoxitina.

Para o fendtipo KPC, foram avaliados os carbapenémicos ertapenem (ERT),
meropenem (MER) e imipenem (IPM). As bactérias com teste de Hogde positivo
mostraram 70,4% de resisténcia ao ertapenem e meropenem e 55,6% foram

resistentes frente ao imipenem (Tabela 6).
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Tabela 5 - Suscetibilidade antimicrobiana de E.coli e Klebsiella spp. com teste de Hogde
positivo segundo carbapenémicos testados, HU-UFMS, julho a dezembro - 2010

(n = 490).
Carbapenémicos

ERTAPENEM MEROPENEM IMIPENEM

R S R S R S

KPC N°. % | N°. % NO. % |[N°. % NO. % |N° % N %
Negatvo 3 06 | 1 02 [459 99,1 1 0,2 |462 998| 0 0,0 |53 100,0
Positvo 7 259 |19 704 | 1 3,7 119 704 | 8 296| 5 556 | 4 444
TOTAL 10 2,0 |20 4,1 |460 939 |20 4,1 [470 959 | 5 8,1 |57 91,9

Nota: |: intermediario, R: resistente, S: sensivel
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6 DISCUSSAO

O aumento na frequéncia de enterobactérias resistentes a diferentes classes
de antimicrobianos tem sido considerado um grande desafio para microbiologistas e
meédicos, devido a dificuldade em se detectar os mecanismos de resisténcia e
interpreta-los. Além disso, a presenca de micro-organismos multi droga resistentes

acarreta falha terapéutica e falta de op¢cées medicamentosas para tratamento.

De acordo com os resultados, foi possivel observar que dentre os dois
géneros, houve maior prevaléncia de Escherichia coli (73,7%), resultado que
corrobora com dados nacionais e internacionais (LUZZARO et al. 2006; AUGUSTI,
SUPERTI, ZAVASKI, 2007; SOUZA, TORRES, OLIVEIRA; 2010).

Devido ao expressivo aumento de bactérias produtoras de ESBL, AmpC e
KPC observado em todo o mundo (ROSSI, 2011) e a capacidade de rapida
disseminagdo, métodos de triagem e confirmatorios sdo necesséarios no controle da
infeccdo por esses agentes. O laboratério de microbiologia desempenha um
importante papel junto a CCIH. Para tanto, deve-se utilizar técnicas padronizadas,

como as descritas no presente trabalho.

No intento de facilitar a operacionalizacdo de deteccdo simultanea de ESBL,

AmpC e KPC, foi feita uma adaptacéo da técnica preconizada pelo CLSI (2010).

Em uma mesma placa de antibiograma foram colocados discos de antibiéticos
apropriados visando, através de um unico método fenotipico, investigar a expressao
de ESBL e AmpC e triar amostras possivelmente produtoras de KPC, pela

observacédo de halo de inibicdo de crescimento diminuindo ao redor de ertapenem.

Para a deteccdo de ESBL foi escolhido o método disco-combinado. O
antibiético utilizado foi cefotaxima combinado ao acido clavulanico. De acordo com
estudos prévios, essa técnica, por ser pratica e de baixo custo, € recomendada e
pode ser utilizada no laboratério de microbiologia de rotina (JACOBY, WALSH,
WALKER, 2006).

Entre todos os isolados, a prevaléncia de ESBL (16,1%) encontrada foi menor
gue descrita em outro estudo nacional. AUGUSTI, SUPERTI, ZAVASCKI (2007)
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encontraram 35,2% de bactérias produtoras de ESBL em amostras de E.coli e

Klebsiella pneumoniae de bacteremias.

Klebsiella pneumoniae foi a espécie que apresentou maior positividade para a
producdo de ESBL (45,6%), semelhante a estudos realizados por outros
pesquisadores. (BRADFORD, 2001; NOGUEIRA, 2005; AUGUSTI, SUPERTI,
ZAVASCKI, 2007).

O perfil fenotipico classico de uma bactéria produtora de ESBL in vitro
apresenta sensibilidade frente as cefamicinas, mais especificamente, a cefoxitina.
Neste trabalho, 54,4% das bactérias ESBL positivas foram resistentes a cefoxitina,
dado semelhante ao encontrado por Nogueira (2009). Este fenbmeno pode ser
justificado pelo fato desses micro-organismos apresentarem diversos mecanismos
de resisténcia, como a producdo de enzimas AmpC e/ou a perda de porinas,
associadas a producéo de ESBL (YAN et al., 2004; JACOBY, WALSH, WALKER,
2006).

Uma vez que a producdo de AmpC nao € inibida pelo acido clavulanico, foi
adicionado o acido borbnico ao teste confirmatdrio para ESBL. Dessa forma, evitou-
se a interferéncia da producdao de AmpC na interpretacédo dos testes para ESBL, que
poderia mascarar os resultados (COUDRON, 2005).

Dentre os isolados, a expresséo fenotipica de AmpC foi determinada em 27
isolados, (5,5%) das amostras. Dados semelhantes foram demonstrados por Alvarez
et al. (2004). Porém, valores maiores foram encontrados por Hemalatha et al.
(2007).

Isolados produtores de AmpC demonstraram elevada resisténcia a CFO,
antibiético que pode ser considerado um bom marcador para a suspeita de produgéo
de AmpC. Sendo sua deteccdo importante, uma vez que o tratamento desta
bactérias com cefalosporinas pode levar a falha terapéutica (COUDRON, 2005).

Para a triagem de KPC foi colocado um disco de ertapenem na mesma placa
onde foram realizados os testes confirmatorios para ESBL e AmpC. Esse
procedimento foi considerado pratico, porque pode detectar, simultaneamente, trés

mecanismos de resisténcia em enterobactérias.
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A determinacdo da resisténcia aos carbapenémicos pelos sistemas
automatizados ainda é problematica. Dados da literatura demonstram em torno de
87% dos casos de bactérias produtoras de KPC sédo reportadas como sensiveis aos
carbapenémicos quando o laboratério utiliza sistema automatizado (NORDMANN,
2009). Tal fato pode ser explicado pelos diferentes mecanismos de resisténcia
expressos por diferentes bactérias e muitas vezes pelo uso de inoculo abaixo dos

valores recomendados.

Por si so, ertapenem ndo € um marcador de KPC, uma vez que a resisténcia
a ele pode ser determinada também por outros fatores, como a producédo de ESBL
ou AmpC associados a perda de porina. Porém, dados da literatura comprovam que
ertapenem tem alta sensibilidade para detecgcédo de produtores de KPC. Por isso, 0
mesmo foi escolhido como marcador para a realizacdo da triagem para se detectar
possiveis produtores de KPC nas amostras de E. coli e Klebsiella sp. isoladas neste
estudo (NORDMANN, 2009).

A técnica de Hogde foi escolhida para avaliar a producdo de KPC devido a
praticidade e baixo custo para a realizacao. Além disso, é uma técnica recomendada
pelo CLSI (2010). Existe disponivel no comércio fitas de E-test e agar cromogénico
para a identificacdo de KPC com alta sensibilidade. Porém, muitas vezes sédo de
dificil interpretacéo e de alto custo (ERRECALDE et al., 2012).

De acordo com estudos prévios, as técnicas moleculares sdo altamente
especificas e sensiveis. Porém, estas técnicas requerem conhecimento técnico
especializado e equipamentos de alto custo. Por isso, testes moleculares
confirmatdrios ficam restritos a laboratorios de referéncia e laboratorios de pesquisa.
A confirmacdo da presenca de carbapenenmase do tipo KPC é realizada pela
pesquisa do gene blakpc, através da utilizacdo de técnicas de biologia ,olecular como
PCR e sequienciamento (BRATU et al.,, 2005; LEAVITT et al., 2007; MONTEIRO,
PEIRANO, GALES, 2009; PAVEZ, LINCOPAN, 2009; PEIRANO et al., 2009)

Cerca de 5% (27) das amostras apresentaram positividade no teste de
Hodge, fendtipo positivo para KPC. Dentre essas, 26 foram expressos por Klebsiella
pneumoniae e apenas um por Escherichia coli. Esses dados corroboram com dados
da literatura que mostram que carbapenemases do tipo KPC sdo expressas em

maior numero por Klebsiella pneumoniae. Monteiro (2009) relata o primeiro caso de
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KPC no Brasil, em 2006, obtido de amostras de Klebsiella pneumoniae. Bratu et al.,
em 2005, realizaram estudo no Brooklyn, US, e mostraram que dentre 257 isolados

de Klebsiella pneumoniae, 24% dos isolados carregavam o gene blakpc.

Em relacdo a outros estados e paises, € possivel observar que a taxa de KPC
na cidade de Campo Grande/MS ainda € baixa, porém ndo menos relevante (YIGIT
et al, 2001; WOODFORD et al., 2004; VILLEGAS et al., 2006; MENDES et al., 2008,
NOYAL et al., 2009; TSAKRIS et al., 2009; ALMEIDA et al., 2012; CHANG, 2013).
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7 CONCLUSOES

Escherichia coli € a espécie de enterobactéria mais isolada de pacientes

internados no Hospital de estudo.

Dentre as espécies bacterianas estudadas, Klebsiella pneumoniae é a
espécie que apresenta maior numero de beta-lactamases ESBL, AmpC e

carbapenemase (KPC).

A enzima ESBL apresenta maior prevaléncia do que AmpC e KPC em E. coli

e K. pneumoniae isoladas do HU-UFMS.

Similar ao observado, E. coli e K. pneumoniae apresentadas em outras
instituicbes hospitalares no Brasil, a elevada resisténcia no teste in vitro frente as
cefalosporinas de terceira e quarta geracdo pode ser decorrente da producéo de
ESBL. Os antibiéticos carbapenémicos e aminoglicosideos sao os farmacos mais

ativos in vitro.

Os testes fenotipicos realizados se mostraram praticos e de baixo custo,

facilmente adaptaveis a rotina do laboratério de microbiologia.
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Carta de Aprovagdo

O protocolo n° 1752 da ®Pesquisadora Marilene Rodrigues Chang
intitulado “Investigacdo de beta-lactamases em Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae isoladas de pacientes atendidos em dois Hospitais Universitdrios
de Mato Grosso do Sul”, aprovado em reunido ordindria no dia 20 de maio de

2010, encontrando-se de acordo com as resolugées normativas do Ministério da

Satide.

0. Filho

Campo Grande, 21 de maio de 2010.
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