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RESUMO

A resisténcia bacteriana representa um dos problemas mundiais de saude publica.
Este trabalho teve como objetivo caracterizar geneticamente espécies da familia
Enterobacteriaceae produtoras fenotipicas de ESBL e KPC obtidas de pacientes de
Alagoas. As bactérias foram identificadas por testes semi-automatizados.
Confirmadas como produtoras de ESBL e KPC por testes fenotipicos de triagem. O
teste de susceptibilidade in vitro aos antimicrobianos foi realizado pelo método de
disco-difusdo. O DNA foi extraido pelo método de fervura a 95°C. Os genes de
resisténcia blaTEM, blaCTX-M, blaSHV e blaKPC foram identificados com
oligonucleotideos especificos e a tipagem genética foi realizada pela PCR com o
microssatélite (GTG)s. Foram obtidos 254 isolados de enterobactérias, dos quais
92,12% (234/254) apresentaram alguns dos genes blaTEM, blaCTX-M, blaSHV ou
blaKPC, sendo 87,18% (204/234) ESBL (blaTEM, blaCTX-M, blaSHV) e 12,82%
(30/234) KPC (blaKPC). Desses 234 isolados, 4,7% (11/234) foram de infeccbes
comunitarias com 0s genes que expressam ESBL e 95,3% (223/234) de infeccbes
hospitalares, dos quais 86,55% (193/223) ESBL e 13,45% (30/223) KPC. BlaCTX-M
(> 80%) foi o tipo génico mais frequente nas enterobactérias. As infec¢des urinarias
foram os casos mais frequentes de infeccdo na comunidade por Escherichia coli
(54,55%) e Klebsiella pneumoniae (39,46%) no ambiente hospitalar. BlaKPC foi
identificado apenas em bactérias causadoras de infeccdo hospitalar, principalmente
em K. pneumoniae (30%). Nas UTIs (38,57%) foram obtidos o maior nimero de
isolados produtores de ESBL e KPC. Estas enterobactérias apresentaram fenotipos
de multidroga resisténcia com elevados niveis para 0s aminoglicosideos,
fluoroquinolonas e sulfametoxazol/trimetoprim. Associacdes entre 0s genotipos e a
resisténcia aos antibiéticos foram observadas. Casos de disseminacéo clonal foram
identificados no ambiente hospitalar de Alagoas por enterobactérias produtoras de
ESBL e KPC. Ha uma predominéncia dos genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M e
blaKPC entre os isolados de enterobactérias resistentes aos beta-lactamicos, com
prevaléncia do elemento genético blaCTX-M. A disseminacéo clonal tem contribuido
para os elevados niveis de resisténcia aos beta-lactamicos entre os isolados de
enterobactérias nos hospitais deste estudo.

Palavras-chave: ESBL. KPC. Infeccdo hospitalar. Infeccdo comunitaria.
Disseminacao clonal. (GTG)s.



ABSTRACT

Bacterial resistance is one of the worldwide public health issues. This work aimed to
genetically characterize species of the family Enterobacteriaceae phenotipic
producing ESBL and KPC obtained from patients of Alagoas. Bacteria were identified
by semi-automated tests. Confirmed as producing ESBL and KPC by phenotypic
screening tests. The antimicrobial in vitro susceptibility test was performed by disk-
diffusion method. DNA was extracted by boiling method at 95°C. The resistance
genes blaTEM, blaCTX-M, blaSHV e blaKPC were identified with specific primers
and genetic typing was performed by PCR with the microsatellite (GTG)s. 254
isolates of enterobacteria were obtained, of which 92,12% (234/254) had some of the
genes blaTEM, blaCTX-M, blaSHV or blaKPC, 87,18% (204/234) ESBL (blaTEM,
blaCTX-M, blaSHV) and 12,82% (30/234) KPC (blaKPC). Of these 234 isolates,
4,7% (11/234) were community-acquired infections with genes that express ESBL
and 95,3% (223/234) of hospital infections, of which 86,55% (193/223) ESBL and
13,45% (30/223) KPC. BlaCTX-M (> 80%) was the most frequent type gene in
enterobacteria. Urinary infections were the most frequent cases of infection in the
community by Escherichia coli (54,55%) and Klebsiella pneumoniae (39,46%) in the
hospital. BlaKPC was identified only in bacteria of hospital infections, especially in K.
pneumoniae (30%). At the ICUs (38,57%) were obtained the most number of isolates
producing ESBL and KPC. These enterobacteria showed multidrug resistance
phenotypes with high levels for aminoglycosides, fluoroquinolones and
sulfamethoxazole/trimethoprim. Associations between genotypes and antibiotic
resistance were observed. Cases of clonal spread were identified in the hospital of
Alagoas by enterobacteria producing ESBL and KPC. There is a predominance of
genes blaTEM, blaCTX-M, blaSHV and blaKPC among isolates of enterobacteria
resistant to beta-lactam, with the prevalence of the genetic element blaCTX-M. The
clonal spread have contributed to the high levels of beta-lactam resistance among
isolates of enterobacteria at hospitals in this study.

Keywords: ESBL. KPC. Hospital infection. Community infection. Clonal spread.
(GTG)s.
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1 INTRODUCAO

A auséncia de novos antibiéticos contra as bactérias gram-negativas e o
surgimento de mecanismos de resisténcia que eliminam as opc¢des terapéuticas de
escolha para diversas infeccbes representam sérias ameacas para o tratamento das
doencas infecciosas (GNIADKOWSKI, 2001; CONLY, 2002; THOMSON, 2010).

Estes fatores tornaram a resisténcia bacteriana como um dos principais
problemas de saude publica do mundo. No Brasil, o panorama da resisténcia
bacteriana também é preocupante, devido ao crescente surgimento de bactérias
resistentes nos hospitais brasileiros, causando infeccbes com altos niveis de
mortalidade (SANTOS, 2004).

As enterobactérias sdo as maiores causadoras de infeccdo hospitalar e nos
ultimos anos vém emergindo na comunidade (AL-JASSER, 2006). Relatos do estudo
multicéntrico SENTRY Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY), demonstraram
gue no Brasil e nos paises da América Latina as enterobactérias estdo entre as
bactérias causadoras de infeccbes em humanos com o0s mais altos niveis de
resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e monobactamico (SADER et al., 2004).
Por esse motivo, o uso dos carbapenémicos tem aumentado para o tratamento das
infeccbes por enterobactérias multirresistentes produtoras de Beta-Lactamases de
Espectro Estendido (ESBLs, Extended Spectrum Beta-Lactamase) (ALBA et al.,
2005).

Entretanto, uma nova ameaca est4 emergindo: a difusdo de enterobactérias
resistentes a todos antibidéticos comumente utilizados, inclusive os carbapenémicos
(QUALE, 2008). Apesar de rara, a resisténcia aos carbapenémicos nas
enterobactérias tem deixado pouquissimas opc¢des terapéuticas para os pacientes
infectados com tais patégenos (WALTHER-RASMUSSEN e HOIBY, 2007).

As ESBLs sdo enzimas expressas, em sua maioria, pelos genes blaTEM,
blaCTX-M e blaSHV que inativam a acdo das penicilinas, cefalosporinas e
aztreonam (PATERSON e BONOMO, 2005). A beta-lactamase KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) é expressa pelo gene blaKPC com acao inibitoria
sobre todos os beta-lactamicos, inclusive os carbapenémicos (QUEENAN e BUSH,
2007). As bactérias produtoras de ESBL e KPC causam infec¢cdes severas com
elevados niveis de mortalidade (DRAWZ e BONOMO, 2010).
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A codificagdo genética dessas enzimas estd localizada em elementos
genéticos moéveis, os quais facilitam a transferéncia dos genes de resisténcia entre
as bactérias, com consequente aumento da disseminacéo da resisténcia bacteriana
(CARATTOLI, 2009).

Para elucidar os mecanismos genéticos da resisténcia bacteriana, os métodos
moleculares podem ser utilizados, pois detectam a presenca dos genes de
resisténcia. Quando utilizados em conjunto com os métodos de tipagem molecular
como o fingerprinting (GTG)s-PCR podem auxiliar no diagnéstico da fonte de
contaminacgdao, rastrear a disseminacéo de clones e controlar os surtos de infeccéo
(TOSIN et al., 2003; SADER et al., 2004; HUYS et al., 2005).

No Brasil e no mundo, em consequéncia dos elevados niveis de surtos de
infeccdo hospitalar por bactérias multirresistentes, diversos programas de vigilancia
foram criados para monitorar a resisténcia bacteriana (TOSIN et al., 2003). A Rede
de Hospitais Sentinela monitorada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) em hospitais publicos brasileiros foi associada ao programa de vigilancia
SENTRY, o qual utiliza a tipagem molecular para permitir aos profissionais de saude
em fazer o controle de disseminacao dos patdégenos geneticamente relacionados
(SADER, 2000; SINGH et al., 2006).

Em Alagoas ndo se conhece a presenca dos genes de resisténcia (blaTEM,
blaSHV, blaCTX-M e blaKPC) e nem as suas rela¢des genéticas, por isso o estudo
local é de extrema relevancia para se obter informacbes epidemioldgicas
relacionadas as infec¢cbes hospitalares e comunitarias para que medidas quanto ao
uso racional dos antimicrobianos e ao controle de disseminagdo dos patdégenos

multirresistentes sejam adotadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar geneticamente espécies da familia Enterobacteriaceae

produtoras fenotipicas de ESBL e KPC obtidas de pacientes de Alagoas.

2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar por PCR os genes de resisténcia blaTEM, blaSHV, blaCTX-M e
blaKPC nas enterobactérias fenotipicamente produtoras de ESBL e KPC;

2. Determinar a frequéncia dos casos de infec¢cdes comunitaria e hospitalar por
bactérias multirresistentes com os genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M e
blakPC,;

3. Identificar qual o gene (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M e blaKPC), a espécie, 0o
setor e a amostra clinica mais frequentes envolvidas nos casos de infec¢des

comunitaria e hospitalar;

4. Analisar os perfis de resisténcia aos antibiéticos nas bactérias produtoras de

ESBL e KPC e associar com 0s tipos génicos;

5. Investigar a disseminagdo clonal desses patdégenos por tipagem molecular

com o microssatélite (GTG)s.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Familia Enterobacteriaceae Rahn 1937

A familia Enterobacteriaceae € um dos maiores e heterogéneos grupos de
bacilos gram-negativos com importancia médica por representarem 80% dos bacilos
gram-negativos significantes clinicamente (HAWKEY, 2006).

Os membros da familia Enterobacteriaceae sdo bacilos gram-negativos de
tamanho médio (0,3 a 1,0 x 1,0 a 6,0 um). Podem ser iméveis ou moveis com
flagelos peritriqguios e ndo formam esporos. Exigem requerimentos nutricionais
simples e sdo capazes de crescer rapidamente em varios meios de cultura entre 22
a 35°C em condi¢cbes aerObicas ou anaerdbicas (aerdbios facultativos). Produzem
acidos e/ou gas durante a fermentacao da glicose, reduzem nitratos a nitritos, muitos
sao catalase positivos e oxidase negativos (BRENNER e FARMER, 1994; MURRAY
et al., 2003).

As enterobactérias sdo micro-organismos ubiquos, distribuidos de forma
universal na natureza sendo encontrados no solo, agua e vegetacdes, e também
fazem parte da microbiota intestinal de muitos animais, incluindo o homem
(MURRAY et al., 2003).

Atualmente, se tem descrito mais de 40 géneros com quase 200 espécies
(JANDA e ABBOTT, 2006). As principais espécies associadas com doencas
humanas séo Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus mirabilis e
Salmonella spp. (HAWKEY, 2006).

Alguns micro-organismos sao patogénicos (Salmonella typhi, Shigella spp. e
Yersinia pestis) estando sempre associados a doengas humanas, enquanto outros
fazem parte da microbiota intestinal (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Proteus mirabilis), podendo causar infec¢gdes oportunistas (MURRAY et al., 2003).

Klebsiella spp. s@o patdgenos oportunistas que causam infecgbes intra-
abdominais, septicemia, pneumonia e infeccbes do trato urinario (ITUs) em
pacientes imunocomprometidos hospitalizados. A incidéncia das infeccdes
hospitalares causadas por Klebsiella pneumoniae varia de 5 a 7% de todas as

infeccbes no ambiente hospitalar. Na comunidade € conhecida por causar
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pneumonia, particularmente em etilistas cronicos (PODSCHUN e ULLMANN, 1998).

Escherichia coli € um dos agentes etioldgicos que mais causam ITUs (SADER
et al., 2001; 2004), sepse e meningite (HONG et al., 2005). Em pacientes da
comunidade, tem sido responsavel por causar surtos de infeccdo, principalmente do
trato urinério (PITOUT et al., 2005).

Outras enterobactérias ndo menos clinicamente importantes, que produzem
uma beta-lactamase AmpC cromossO6mica-induzivel (Serratia spp., Enterobacter
spp., Morganella morganii, Citrobacter spp., Providencia spp., Proteus spp. e Hafnia
alvei), tém sido envolvidas nos mais variados tipos de infeccdo hospitalar,
principalmente em pacientes imunocomprometidos como ITUs, de feridas,
pneumonia e bacteremia (SADER et al., 2001; 2004; JANDA e ABBOTT, 2006;
LOCKHART et al., 2007; ASHOUR e EL-SHARIF, 2009).

3.2 Antibioticos Beta-Lactamicos

Os antibidticos beta-lactdmicos constituem a familia mais numerosa e mais
utilizada na préatica médica, representando um consumo médio de 72% na atencao
primaria e de 67% nos hospitais da Espanha. Isso se deve pela sua elevada eficacia,
baixo custo, facilidade de obtencdo e o minimo de efeitos colaterais (SUAREZ e
GUDIOL, 2009).

A presenca de um anel beta-lactamico define a estrutura quimica dessa
familia de antibioticos. A associagcdo de diferentes tipos de cadeias lineares, junto
com as caracteristicas proprias do esqueleto basico formado por dois anéis
(chamado nucleo), modifica as propriedades do composto resultante e origina
diferentes grupos de beta-lactamicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactamico e inibidores das beta-lactamases (SUAREZ e GUDIOL, 2009).

3.2.1 Espectro Antibacteriano dos Beta-Lactamicos

Em geral, o espectro dos beta-lactamicos inclui bactérias gram-positivas,
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gram-negativas e espiroguetas. N&o s&o antimicrobianos ativos sobre os
micoplasmas (caréncia de parede celular) e nem sobre as bactérias intracelulares
como as clamidias e riquétsias (baixa penetracao no interior das células por serem
compostos hidrofilicos polares) (SUAREZ e GUDIOL, 2009).

Os antibiéticos do grupo das penicilinas incluem as penicilinas naturais
(penicilina G, penicilina V), penicilinas resistentes as penicilinases (oxacilina),
penicilinas de amplo espectro (aminopenicilinas: ampicilia e amoxicilina;
ureidopenicilinas: piperacilina e mezlocilina; carboxipenicilinas: carbenicilina e
ticarcilina) e penicilinas com inibidores das beta-lactamases (ampicilina/sulbactam,
amoxicilina/acido clavulanico, ticarcilina/acido clavulanico e piperacilina/tazobactam).
Estes antibidticos sdo muito utilizados para o tratamento de infec¢des causadas por
COCOS gram-positivos, cocos gram-negativos, bacilos gram-positivos, bacilos gram-
negativos, incluindo multirresistentes e bactérias anaerébias (SUAREZ e GUDIOL,
2009).

As cefalosporinas séo divididas em quatro geracdes de acordo com o seu
espectro de acao, que foi ampliado para os gram-negativos. Sao elas: 12 geracao
(cafezolina, cefalotina e cefalexina), 22 geracao (cefuroxima e cefoxitina), 32 geracao
(ceftriaxona, cefotaxima e ceftazidima) e de 42 geragdo (cefepime) (SUAREZ e
GUDIOL, 2009; RUBTSOVA et al., 2010).

O monobactamico, aztreonam, possui atividade sobre bactérias gram-
negativas aerébias e facultativas (SUAREZ e GUDIOL, 2009).

Os carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem) sdo o0s beta-
lactamicos de maior espectro contra 0s gram-negativos, incluindo os micro-
organismos multirresistentes produtores de ESBL (ALBA et al., 2005; SUAREZ e
GUDIOL, 2009).

3.2.2 Mecanismo de Acao dos Beta-Lactamicos

Os beta-lactamicos sé@o antibidticos bactericidas que produzem seus efeitos
por dois mecanismos: inibicdo da sintese da parede celular e inducdo da autodlise
bacteriana (SUAREZ e GUDIOL, 2009).

Eles sdo incorporados na parede celular bacteriana e inibem a acao das
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transpeptidases conhecidas como proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs,
Penicillin-Binding Proteins) que atuam na sintese do peptideoglicano, levando ao
aumento da permeabilidade na parede com consequente lise e morte celular
(SAMAHA-KFOURY e ARAJ, 2003).

Os beta-lactamicos também atuam ativando uma autolisina bacteriana
enddgena que destrdi o peptideoglicano. Os isolados bacterianos que carecem da
autolisina inibem seu crescimento na presenca do beta-lactamico, porém nao se
destroem completamente (SUAREZ e GUDIOL, 2009).

3.3 Resisténcia aos Antimicrobianos

Desde a introducdo para a terapéutica humana ha 70 anos atras, os
antibioticos tém se mostrado em ser um dos maiores sucessos para a reducao da
morbidade e mortalidade por doencas microbianas (RICE, 2008).

A primeira beta-lactamase descrita por Abraham e Chain (1940) foi obtida em
isolados de Escherichia coli na década de 40, antes do uso clinico da penicilina. Esta
enzima se chamava penicilinase e ndo se pensou em ser clinicamente relevante.
Logo apds, a penicilina foi introduzida para tratar infeccbes por estafilococos e
estreptococos. Quatro anos depois, foi extraida de Staphylococcus aureus uma
substancia que inativava penicilina, a qual prenunciava a emergéncia de um
problema clinico (DRAWZ e BONOMO, 2010).

Informacdes relevantes sobre a resisténcia bacteriana apareceram nos anos
de 1970, que a partir do final desse século a maioria dos isolados bacterianos eram
resistentes a quase todos 0s antimicrobianos utilizados na época (RUBTSOVA et al.,
2010).

3.3.1 Origem Genética da Resisténcia Bacteriana

7

A resisténcia aos antimicrobianos em bactérias €é uma caracteristica

codificada geneticamente, podendo ser intrinseca ou adquirida (MULVEY e SIMOR,
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2009).

A resisténcia natural, também dita intrinseca, est4 associada aos genes
cromossomais. No entanto, exite outra forma de resisténcia aos antimicrobianos que
pode ser adquirida. Esta envolve mundancas na composicdo genética do micro-
organismo, podendo ocorrer por dois mecanismos principais: mutagdo ou aquisicao
de genes de resisténcia por transferéncia horizontal em elementos moveis de acido
desoxirribonucléico (DNA) (MULVEY e SIMOR, 2009).

As mutacdes sdo eventos incomuns que ocorrem numa frequéncia de 1
evento por 107-10'° bactérias, resultando no desenvolvimento da resisténcia durante
a terapia em micro-organismos que sao inicialmente sensiveis. Esta forma de
resisténcia ndo € transferivel para outros micro-organismos (MULVEY e SIMOR,
2009).

O maior problema na aquisicdo de resisténcia se deve pela presenca de
elementos genéticos moveis como os plasmidios, transposons ou integrons, que
contribuem para a réapida disseminacdo dos genes de resisténcia aos antibioticos
entre varios géneros de bactérias (HARBOTTLE et al., 2006).

Os plasmidios de resisténcia sao moléculas de DNA circular
extracromossomais que se replicam independente do cromossomo bacteriano, nos
quais sdo encontrados diversos genes de resisténcia aos antibidticos. Esses
plasmidios podem servir como veiculo para outros elementos de resisténcia, como
0s transposons e integrons. Os transposons sao sequéncias de genes que podem se
mover para 0 mesmo Cromossomo, para outro cromossomo, para um plasmidio ou
para um bacteri6fago. Um integron é uma estrutura de DNA capaz de capturar e
imobilizar genes de resisténcia contidos em cassetes por meio de um sistema de
recombinacao sitio-especifica (NORMARK e NORMARK, 2002; HARBOTTLE et al.,
2006; MULVEY e SIMOR, 2009).

3.3.1.1 Mecanismos de Transferéncia Genética de Elementos Moéveis de DNA

Os mecanismos fundamentais pelos quais os elementos genéticos podem ser
transferidos sao conjugacéo, transformagao e transducgao.

A transformacéo é o processo que envolve a incorporacdo de uma molécula
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livre de DNA em uma bactéria competente. Na transducdo, o DNA é encapsulado
em particulas de bacteriéfagos que agirdo como vetor para serem inseridos em uma
célula receptora. A conjugacdo, que é mais facilmente demonstrada entre os
membros da familia Enterobacteriaceae e o principal mecanismo de disseminacdo
de resisténcia, ocorre por contato entre as células bacterianas, receptora e doadora,
por meio de pili sexual nas bactérias gram-negativas (DZIDIC e BEDEKOVIC, 2003;
DALE e PARK, 2004).

3.3.2 Mecanismos de Resisténcia aos Antimicrobianos e Beta-Lactamicos

A resisténcia bacteriana pode ser causada por diversos mecanismos: (1)
inativacdo enzimética do antimicrobiano; (2) sintese de enzimas protetoras dos
ribossomos; (3) mutacéo no sitio alvo do antimicrobiano; (4) modificacdo do sitio alvo
do antimicrobiano; (5) reduzida ligacdo do antimicrobiano no sitio alvo; (6) efluxo
ativo do antimicrobiano; (7) aumento na sintese de substratos com o qual o
antibiético compete (GUILFOILE, 2007).

Ha quatro principais mecanismos de resisténcia pelos quais as bactérias
podem ser resistentes aos antibidticos beta-lactamicos: (1) inativacdo enziméatica
pela producdo de beta-lactamases, que € 0 mais comum e 0 mais importante
mecanismo de resisténcia nas bactérias gram-negativas; (2) modificacdo no sitio
alvo das PBPs, que podem diminuir a afinidade para os beta-lactamicos e
consequentemente aumentar a resisténcia a estes antibiéticos; (3) diminuicdo na
expressdo das proteinas de membrana externa, porinas, (OMPs, Outer Membrane
Proteins), modificando a penetracdo e consequente acdo dos antibidticos; (4)
bombas de efluxo, que sdo capazes de exportar um grande numero de substratos do
periplasma para o meio externo (DRAWZ e BONOMO, 2010).

No Quadro 1 se ilustram os principais grupos de antimicrobianos, os

mecanismos de acao e os diversos mecanismos de resisténcia.
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Quadro 1 - Principais antimicrobianos, sitios alvos de acédo e os diversos mecanismos de

resisténcia.

Sitios Alvos

Antimicrobianos

Mecanismos de Resisténcia

Sintese da parede celular

PBPs

Ligacdo D-alanina-D-alanina

Penicilinas
Cefalosporinas
Carbapenémicos

Monobactamico

Glicopeptideos

Inativacdo enzimatica; Modificacdo do sitio
alvo; Diminuicdo da captacdo pela perda
de porinas; Bombas de efluxo.

Alvos alterados por mutagéo.

Sintese protéica

Subunidade 30S

Subunidade 50S

Tetraciclinas

Aminoglicosideos

Cloranfenicol

Acido Fusidico

Macrolideos
Lincosamidas

Estreptograminas

Bombas de efluxo; Diminui¢cdo da captacéo
pela perda de porinas.

Alteracdo enzimatica; Alvos alterados por
mutacdo; Diminuicdo da captacdo pela
perda de porinas; Bombas de efluxo.

Alteracdo enzimética; Diminuicdo da
captacdo pela perda de porinas.

Bombas de efluxo.

Alteracdo enzimética; Alvos alterados por
mutacdo; Bombas de efluxo.

Sintese do acido nucléico

DNA

RNA

Fluoroquinolonas

Rifampicina

Diminuicdo da captacdo pela perda de
porinas; Alvos alterados por mutagéao;
Bombas de efluxo.

Alteracdo de alvo enzimético por mutagéo.

Metabolismo do acido fdélico

Sulfonamidas

Trimetoprim

Inibicho metabdlica; Alteracdo do alvo
enzimatico.

Fonte: Quadro adaptado de GUILFOILE, 2007; MULVEY e SIMOR, 2009.

3.4 Enzimas Beta-Lactamases

As beta-lactamases compreendem uma superfamilia de diferentes enzimas
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relacionadas geneticamente e funcionalmente, sendo elas a causa mais comum de
resisténcia bacteriana aos antibioticos beta-lactamicos (RUBTSOVA et al., 2010).
Algumas beta-lactamases utilizam o ion zinco, mas a maioria apresenta
residuos de serina no sitio ativo da enzima para romper o anel beta-lactamico com
consequente inativacao do antibidtico (SAMAHA-KFOURY e ARAJ, 2003). A Figura

1 demonstra a acdo de uma serina beta-lactamase.

Figura 1 - Acdo de uma serina beta-lactamase.

Beta-lactamase Beta-lactamico

o
e

Complexo ndo-covalente

N
.— on
Complexo acil-enzima l
N
o

H,O Hidrélise

L l‘n
HO O
OH
Beta-lactAmico Inativo

Beta-lactamase
Fonte: Figura adaptada de LIVERMORE, 1995.

Acilagao

Varios fatores sdo determinantes para que uma beta-lactamase confira
resisténcia a um antibiético beta-lactamico. Entre eles estdo: a localizacdo celular
das beta-lactamases; (2) a taxa de hidrolise da enzima, dependente da concentracdo
do antibidtico e da velocidade com que o antibiotico penetra pela membrana externa
das bactérias gram-negativas; (3) a afinidade do beta-lactamico pela beta-lactamase;
(4) o tipo de beta-lactamase (LIVERMORE, 1995).

Nas bactérias gram-positivas sdo secretadas para 0 meio extracelular,
diluindo-se no meio. Ja nas bactérias gram-negativas sdo encontradas no espago

periplasmatico e por isso podem alcancar altas concentracées e maior eficacia. Os
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genes que codificam a producdo dessas enzimas podem estar localizados no
cromossomo bacteriano, como exemplo Klebsiella pneumoniae produtora de beta-
lactamase SHV-1, ou extracromossomais (plasmidios, transposons ou integrons)
(SAMAHA-KFOURY e ARAJ, 2003; RUBTSOVA et al., 2010). As beta-lactamases
cromossOmicas séo produzidas de forma constitutiva (a enzima pode ser detectada
na auséncia do beta-lactamico) ou induzivel, as plasmidio-mediadas s&o
constitutivamente expressas (LIVERMORE, 1995).

Elas séo classificadas em dois grandes grupos: a classificacdo molecular de
Ambler e a classificacdo funcional de Bush-Jacoby-Medeiros (BUSH e JACOBY,
2010). O Quadro 2 demonstra as diferencas entre os dois principais esquemas de
classificacao.

A mais simples e estavel classificacdo por ndo ser interferida por mutacdes é
a classificacdo molecular de Ambler, que € baseada no nivel de homologia e regides
conservadas na estrutura da enzima e do sitio ativo, as quais foram separadas em
quatro classes A, B, C e D (RUBTSOVA et al., 2010).

As enzimas da classe A sdo penicilinases e cefalosporinases normalmente
encontradas em plasmidios ou transposons; as da classe B sdo metalo-beta-
lactamases; as da classe C sdo cefalosporinases cromossdmicas ou plasmidio-
mediadas; e, as da classe D s&o oxacilinases. As enzimas das classes A, C e D tém
serina como residuo catalitico no seu sitio ativo. As metalo-enzimas da classe B
possuem zinco no seu sitio ativo. As classes A e C sdo as mais frequentes entre as
bactérias (BONNET, 2004; BUSH e JACOBY, 2010).

A classificacdo funcional agrupou as enzimas de acordo com perfil
preferencial de hidrélise de substratos e inibidores das beta-lactamases. Este
modelo de classificacdo € de relevancia imediata para os clinicos e microbiologistas
no diagndstico laboratorial porque correlaciona as caracteristicas fenotipicas dos
isolados (PATERSON e BONOMO, 2005; BUSH e JACOBY, 2010).

As beta-lactamases do grupo 1 séo cefalosporinases cromossdmicas
fracamente inibidas pelo &acido clavulanico. O grupo 3 sao metalo-enzimas
encontradas em Pseudomonas spp., Bacteroides spp. e Serratia marcescens (BUSH
e JACOBY, 2010).
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Grupo Grupo Bush- Inibido por
Bush- Jacoby- Classe Enzimas
by Molecular Substrato AC Caracteristicas :
Jacoby Medeiros (subclasse) ou EDTA Representativas
(2009) (1995) TZB*
. 5 Hidrolisam cefalosporinas melhor que benzilpenicilinas; E. coli AmpC, P99, ACT-1,
1 1 C Cefalosporinas Né&o Néo
hidrolisam cefamicinas CMY-2, FOX-1, MIR-1
b ) . . Crescente atividade hidrolitica de ceftazidima e outros
le NI C Cefalosporinas N&o Nao o o GC1, CMY-37
oximino-beta-lactamicos
2a 2a A Penicilinas Sim Nao Hidrolisam benzilpenicilinas melhor que cefalosporinas PC1
2b 2b A Penicilinas e Cefalosporinas Sim Nao Hidrélise similar de benzilpenicilinas e cefalosporinas TEM-1, TEM-2, SHV-1
Cefalosporinas de amplo- ) . o o o o TEM-3, SHV-2, CTX-M-15,
2be 2be A . Sim Nao Crescente atividade hidrolitica de oximino-beta-lactamicos
espectro e monobactamico PER-1, VEB-1
2br 2br A Penicilinas Nao Nao Resisténcia ao acido clavulanico, tazobactam e sulbactam TEM-30, SHV-10
Cefalosporinas de amplo- 5 5 Crescente atividade hidrolitica de oximino-beta-lactamicos
2ber NI A . Nao Nao o . . TEM-50
espectro e monobactamico e resisténcia ao acido clavulanico, tazobactam e sulbactam
2c 2c A Carbenicilina Sim Nao Crescente atividade hidrolitica de carbenicilina PSE-1, CARB-3
o ) ) Crescente atividade hidrolitica de carbenicilina, cefepime e
2ce NI A Carbenicilina e Cefepime Sim Nao ) RTG-4
cefpirome
2d 2d D Cloxacilina Variavel Nao Crescente atividade hidrolitica de cloxacilina ou oxacilina OXA-1, OXA-10
Cefalosporinas de amplo- » 5 Crescente atividade hidrolitica de cloxacilina ou oxacilina e
2de NI D Variavel Nao o . OXA-11, OXA-15
espectro oximino-beta-lactamico
o B Crescente atividade hidrolitica de cloxacilina ou oxacilina e
2df NI D Carbapenémicos Variavel Nao L OXA-23, OXA-48
carbapenémicos
Cefalosporinas de amplo- . 5 Hidrélise de cefalosporinas, inibidas por &cido clavulanico,
2e 2e A Sim Né&o 5 CepA
espectro mas ndo aztreonam
. » B Crescente atividade hidrolitica de carbapenémicos,
2f 2f A Carbapenémicos Variavel N&o KPC-2, IMI-1, SME-1
oximino-beta-lactamicos e cefamicinas
B (B1) o . Amplo-espectro hidrolitico, incluindo os carbapenémicos, IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1
3a 3 Carbapenémicos Né&o Sim
B (B3) mas nao aztreonam L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
3b 3 B (B2) Carbapenémicos Néo Sim Hidrdlise preferencial de carbapenémicos CphA, Sfh-1
NI 4 Desconhecidas

a — AC, &cido clavulanico; TZB, tazobactam; b — NI, ndo incluido; Fonte: Quadro adaptado de BUSH e JACOBY, 2010.
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As beta-lactamases do grupo 2 s&o o maior grupo devido, principalmente, ao
aumento da identificacdo de ESBLs nos ultimos 20 anos. S&o compostas por
penicilinases, cefalosporinases, ESBLS, oxacilinases e carbapenemases (Figura 2)
(BUSH e JACOBY, 2010).

Figura 2 - Numero de beta-lactamases do grupo 1, 2 e 3 de 1970 a 2009.
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Fonte: Figura adaptada de BUSH e JACOBY, 2010.

Atualmente ha mais de 890 beta-lactamases descritas, sendo a maioria ESBL
dos tipos TEM, SHV e CTX-M os mais disseminados pelo mundo na familia
Enterobacteriaceae (BUSH e JACOBY, 2010) (Quadro 3).

Quadro 3 - Familias de beta-lactamases de maior importancia clinica nas enterobactérias.

Familia de Enzima® Grupo Funcional N° de Enzimas Enzimas Representativas
2b, 2be, 2br, 2ber 172
2b 12 TEM-1, TEM-2, TEM-13
TEM 2be 79 TEM-3, TEM-10, TEM-26
2br 36 TEM-30, TEM-31, TEM-163
2ber 9 TEM-50, TEM-158
2b, 2be, 2br 127
2b 30 SHV-1, SHV-11, SHV-89
SHY 2be 37 SHV-2, SHV-3, SHV-115
2br 5 SHV-10, SHV-72
CTX-M 2be 90 CTX-M-1, CTX-M-44 a CTX-M-92
KPC 2f 9 KPC-2 a KPC-10

Fonte: Quadro adaptado de BUSH e JACOBY, 2010. a — identificados até 2009.
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3.5 Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBLS)

Para combater a resisténcia bacteriana em resposta a emergéncia de beta-
lactamases classicas em certos micro-organismos (Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae produtores de TEM-1 e SHV-1), bem como em outros micro-organismos
ja disseminadas (Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae), as
cefalosporinas de amplo espectro foram introduzidas na pratica clinica no comeco
dos anos de 1980 (DRAWZ e BONOMO, 2010).

Estes antibiéticos passaram a ser adotados para o tratamento de
pneumonias, infec¢des intra-abdominais e do trato urinario, devido ao seu amplo
espectro de acdo contra as bactérias resistentes e seus efeitos menos téxicos
(PATERSON e BONOMO, 2005; DRAWZ e BONOMO, 2010).

Entretanto, o uso abusivo e inadequado das cefalosporinas exerceu forte
pressdo seletiva sobre as bactérias produtoras das beta-lactamases classicas,
selecionando um novo mecanismo de resisténcia, denominado de Beta-Lactamase
de Espectro Estendido (ESBL) (SAMAHA-KFOURY e ARAJ, 2003).

As ESBLs surgiram de mutag¢des pontuais ocorridas em genes estruturais,
que codificavam as beta-lactamases classicas TEM-1, TEM-2 e SHV-1 em locais
proximos a seus sitios ativos, ampliando seus espectros hidroliticos (SAMAHA-
KFOURY e ARAJ, 2003).

Estas enzimas agem catalisando a hidrolise do anel beta-lactamico,
inativando a acgdo das penicilinas, cefalosporinas e aztreonam. N&o apresentam
atividade contra cefamicinas ou carbapenémicos e séo inibidas pelos inibidores das
beta-lactamases como o &cido clavulanico (PATERSON e BONOMO, 2005).

Sao encontradas principalmente na familia Enterobacteriaceae (RUBTSOVA
et al., 2010), sendo Klebsiella pneumoniae a principal produtora, seguida por
Escherichia coli (SADER et al., 2004). Nas espécies com beta-lactamases AmpC
induziveis a deteccdo de ESBLs tem se tornado prevalente. Entre o0s néo-
fermentadores, as ESBLs ja foram observadas em Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Burkholderia cepacia e Alcaligenes fecalis (AL-JASSER,
2006).
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As bactérias produtoras de ESBLs podem causar diversos tipos de doencas,
desde colonizacdo até sérias infeccdes como bacteremia e do trato urinario
(ALCANTAR-CURIEL et al., 2004; FRIEDMANN et al., 2009).

As ESBLs sdo enzimas adquiridas, mediadas em sua maioria por genes
plasmidiais, embora s&o localizadas em outros elementos moveis como 0S
transposons, elementos de IS (Insertion Sequence), classe 1 de integrons e ISCR1,
0 que facilita a sua rapida disseminacdo (RUBTSOVA et al., 2010).

Algumas bactérias produtoras de ESBL podem conter apenas um gene de
resisténcia, mas multiplos genes também podem estar presentes em um Unico
isolado bacteriano, dificultando a identificacdo de um regime terapéutico adequado.
Frequentemente, estas bactérias estdo associadas com fenotipo de multidroga
resisténcia (MDR), porque no mesmo plasmidio podem ser encontrados genes com
outros mecanismos de resisténcia como aos aminoglicosideos, quinolonas,
sulfametoxazol/trimetoprim, cloranfenicol e tetraciclinas (WINOKUR et al., 2001,
SAMAHA-KFOURY e ARAJ, 2003).

Por estes motivos, que as infec¢cdes por bactérias produtoras de ESBLSs
mesmo sendo sensiveis aos carbapenémicos, representam um risco significativo
para a saude publica, pois estdo associadas com altas taxas de morbidade e
mortalidade (PATERSON e BONOMO, 2005).

3.5.1 ESBL Tipo TEM

As ESBLs do tipo TEM sé&o derivadas de TEM-1 e TEM-2. TEM-1 foi relatada
pela primeira vez em 1965 de um isolado de Escherichia coli em uma paciente de
Atenas, Grécia, denominada Temoneira (por isso a designacao TEM) (JACOBY,
2006).

TEM-1, TEM-2 e TEM-13 ndo sdo ESBLs. Possuem capacidade hidrolitica
menos eficiente que as TEM-ESBL, sendo capazes de hidrolisar apenas penicilinas
e cefalosporinas de 12 geracdo. TEM-2, a primeira enzima derivada de TEM-1,
apresenta uma unica substituicdo na sequéncia de aminoacidos da beta-lactamase

original. TEM-1 e TEM-2 apresentam o mesmo perfil hidrolitico, diferindo apenas no
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promotor (mais ativo em TEM-2) e no ponto isoelétrico (5,6 e 5,4, respectivamente).
TEM-13 apresenta perfil similar as TEM-1 e TEM-2 (PATERSON e BONOMO, 2005).

A primeira descricdo de uma ESBL do tipo TEM foi detectada em isolados de
Klebsiella pneumoniae na Franca em 1984. Estes isolados possuiam uma beta-
lactamase plasmidio-mediada, CTX-1, que recebeu essa denominacao devido a sua
atividade hidrolitica aumentada contra cefotaxima. Posteriormente, denominada de
TEM-3, difere de TEM-2 por duas substituicdes nas sequéncias dos aminoacidos(DU
BOIS et al., 1995).

Atualmente sao descritos mais de 180 tipos de TEM, a maioria das quais sé&o
ESBLs (Disponivel em: <http://www.lahey.org/Studies/temtable.asp> Acesso em:
06/09/2011).

3.5.2 ESBL Tipo SHV

A designacdo SHV se refere as propriedades bioquimicas da enzima
(SulpHydryl Variable) (JACOBY, 2006).

SHV-1 e SHV-11 ndo exibem fenétipo ESBL. A beta-lactamase SHV-1 é
principalmente encontrada em Klebsiella pneumoniae como uma beta-lactamase
cromossOmico-constitutiva conferindo resisténcia a ampicilina, amoxicilina e
carboxipenicilinas (BRADFORD, 2001).

Em 1983 na Alemanha, isolados de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
ozaenae e Serratia marcecens foram detectados com uma beta-lactamase que
hidrolisava cefotaxima e em menor grau ceftazidima. Técnicas de sequenciamento
mostraram que a nova beta-lactamase SHV-2 diferia da SHV-1 por uma substituicao
de serina por glicina na posicao 238, que é fundamental para a hidrolise eficiente de
ceftazidima. Além disso, alguns isolados com SHV-5 tém uma substituicdo de lisina
por glutamato na posi¢do 240, fundamental para a hidrélise eficiente de cefotaxima
(PATERSON e BONOMO, 2005).

Atualmente sé@o descritos mais de 100 variedades, sendo a maioria ESBLS
(Disponivel em: <http://www.lahey.org/Studies/webt.asp#SHV> Acesso em:
06/09/2011).
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3.5.3 ESBL Tipo CTX-M

Sao designadas de CTX-M devido a sua potente atividade hidrolitica contra
cefotaxima e por ter sido descoberta em Munique (JACOBY, 2006). Contudo,
existem diversas enzimas do tipo CTX-M (CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-19 e CTX-
M-27) que hidrolisam eficazmente a ceftazidima, assim como cefepime (PATERSON
e BONOMO, 2005).

A primeira enzima do tipo CTX-M foi descoberta por Bauernfeind e
colaboradores em 1989 em um isolado clinico de Escherichia coli na Alemanha que
produzia uma ESBL n&o-TEM e ndo-SHV, designada de CTX-M-1 com potente
atividade hidrolitica contra cefotaxima (BONNET, 2004).

A expansao dessas enzimas se tornou significativa a partir de 1995, tornando-
se endémicas em diversas regifes geograficas, incluindo: América Latina, Europa,
Ameérica do Norte, Africa, América do Sul e Asia (BONNET, 2004).

Entre os tipos de ESBL, CTX-M é o mais frequente, tanto no ambiente
hospitalar como na comunidade, devido a sua rapida emergéncia e disseminagcao
pelo mundo (AL-JASSER, 2006; CANTON e COQUE, 2006).

Diferentes elementos genéticos estdo envolvidos na mobilizacdo dos genes
blaCTX-M, séo eles: elementos de inser¢do (ISECpl e ISCR1) e integrons (InS21,
In35 e In60), facilitando a sua disseminacao entre diferentes espécies ou géneros da
familia Enterobacteriaceae (BONNET, 2004).

As ESBLs do tipo CTX-M sao estreitamente relacionadas com 0s genes
cromossomais de Kluyvera cryocrescens (blaKLUC-1), Kluyvera ascorbata
(blakLUA) e Kluyvera georgiana (blaKLUG-1). Espécies ambientais que apresentam
resisténcia natural aos beta-lactamicos (BONNET, 2004). Para confirmar este fato,
estas enzimas ndo se relacionam com as beta-lactamases TEM e SHV, as quais
mostram apenas 40% de similaridade com estas duas enzimas (TZOUVELEKIS et
al., 2000), sugerindo uma origem diferente para a beta-lactamase CTX-M
(PATERSON e BONOMO, 2005).

Atualmente existem mais de 110 enzimas agregadas em seis Qrupos
filogenéticos: grupos CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 (BONNET,
2004) e CTX-M-45 (ROSSOLINI et al., 2008), de acordo com as sequéncias dos
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seus nucleotideos (Disponivel em: <http://www.lahey.org/Studies/other.asp#table1>
Acesso em: 06/09/2011).

3.5.4 Epidemiologia Global das ESBLs

A primeira enzima ESBL foi identificada na Alemanha em 1983 em isolados
clinicos de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella o0zaenae e Serratia marcescens com a
descoberta de uma nova variante SHV, SHV-2 (VILLEGAS et al., 2008).

Em 1985, o primeiro surto de infeccdo hospitalar causado por isolados de
Klebsiella pneumoniae produtores de ESBLs emergiu na Franga. No final dos anos
de 1980 foram detectadas nos Estados Unidos e, logo depois disso, houve uma
explosao de relatos de ESBLs pelo mundo. Na América do Sul nao foi excecéo e foi
detectado que entre as ESBLSs, o tipo CTX-M, se tornou o mais comum desde 1989
(VILLEGAS et al., 2008).

Durante os anos de 1990 houve um grande namero de relatos de ESBLSs tipos
TEM e SHV em associacdo com surtos de infeccdo hospitalar em muitas partes do
mundo, sendo raramente descritas Enterobacteriaceae produtoras de enzimas do
tipo CTX-M (DENTON, 2007).

Inicialmente, as bactérias produtoras de ESBLs eram apenas causadoras de
infeccbes hospitalares, causando frequentes surtos de infeccdo. Klebsiella
pneumoniae € a principal espécie associada com o0s surtos, dos quais a maioria
ocorre por disseminacdo clonal, especialmente em UCIs. O trato digestivo inferior
dos pacientes colonizados foi reconhecido como a principal fonte de micro-
organismos produtores de ESBLs e as disseminagdes entre 0s pacientes tém sido
atribuidas as méaos dos profissionais de saude (AL-JASSER, 2006).

Mas, no comeco do século 21 esta realidade mudou e nos ultimos nove anos
houve um aumento da emergéncia de ESBLs do tipo CTX-M, particularmente em
associacdo com infeccbes adquiridas na comunidade. A principal bactéria isolada
das infec¢cdes adquiridas na comunidade € Escherichia coli, principalmente de
infec¢des urinarias em micro-organismos produtores de CTX-M (DENTON, 2007,
CANTON et al., 2008).
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A Figura 3 apresenta a corrente situagdo da ocorréncia e diversidade de
ESBLs do tipo CTX-M em diferentes &reas geogréficas. Verifica-se uma situacéo
endémica na maior parte dos paises Europeus, na Asia e na América do Sul
(CANTON e COQUE, 2006). Nos Estados Unidos séo reportados casos esporadicos
de isolados produtores de CTX-M (PATERSON e BONOMO, 2005).

Figura 3 - Ocorréncia e diversidade de ESBLs do tipo CTX-M em diferentes areas
geograéficas.
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Fonte: Figura adaptada de CANTON e COQUE, 2006.

3.5.4.1 Epidemiologia de ESBLs na América do Sul e Brasil

Os niveis de ESBLs na América do Sul estdo entre os maiores do mundo
(VILLEGAS et al., 2008).

A ESBL tipo TEM foi descrita pela primeira vez na América do Sul por
Paterson e colaboradores em 2003 quando foi descoberta a enzima TEM-10 em
isolados de Klebsiella pneumoniae obtidos do sangue de pacientes em hospitais da
Argentina (JACOBY e MUNOZ-PRICE, 2005).
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As ESBLs SHV-5 e SHV-12 séo os tipos mais comuns de beta-lactamase
SHV na América do Sul. Entretanto em paises da América do Sul, as ESBLs CTX-M
se tornaram dominantes e endémicas em alguns paises como o Brasil, Peru e
Bolivia (VILLEGAS et al., 2008).

No Brasil, a prevaléncia de isolados produtores de ESBLs é bastante
expressiva. Ja foram detectadas em diversas regides do pais como S&o Paulo
(DROPA et al., 2009), Rio de Janeiro, Floriandpolis (SADER et al., 2004), Curitiba
(NOGUEIRA et al., 2006), Porto Alegre (FREITAS et al., 2003), Salvador (SILVA et
al., 2006), Ceara (MOTTA et al., 2003), Goiania (SANTOS et al., 2008).

3.6 Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC)

O uso dos carbapenémicos durante as ultimas duas décadas tem aumentado
devido, principalmente, ao seu espectro de acdo contra as bactérias produtoras de
ESBLs (ALBA et al., 2005). Com isso, diversos mecanismos de resisténcia aos
carbapenémicos tém surgido e entre eles a producdo de beta-lactamases que
hidrolisam carbapenémicos tém se tornado uma ameaca a essa classe de
antibioticos (NORDMANN et al., 2011).

Embora seja um fenétipo raro de resisténcia em Enterobacteriaceae, tem
aumentado pelo mundo, especialmente devido a emergéncia e disseminacdo de
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) (QUEENAN e BUSH, 2007).

KPCs sdo carbapenemases classificadas no grupo funcional 2f de Bush-
Jacoby-Medeiros e classe A de Ambler com capacidade de hidrolisarem todos os
antibiéticos beta-lactamicos, incluindo os carbapenémicos, cefalosporinas,
penicilinas e aztreonam, e sao inibidas pelo acido clavulanico e tazobactam
(QUEENAN e BUSH, 2007; BUSH e JACOBY, 2010).

Sao enzimas adquiridas com implicacbes epidemiolégicas pela facilidade de
disseminacao entre as espécies de enterobactérias por serem carreadas em genes
plasmidiais, transposons (Tn4401) e integrons (NAAS et al., 2008). Frequentemente,
estes genes carream resisténcia as ESBLs, fluoroginolonas, aminoglicosideos e
sulfametoxazol/trimetoprim  (NORDMANN et al.,, 2009), limitando as opc¢oes

terapéuticas.
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Embora sejam, especialmente, detectadas em Klebsiella pneumoniae, um
micro-organismo notorio pela sua habilidade de acumular e transferir determinantes
de resisténcia (QUEENAN e BUSH, 2007), as KPCs tém sido detectadas em outros
bacilos gram-negativos como Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Enterobacter gergoviae, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca,
Salmonella enterica, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa (KITCHEL et
al., 2009) e mais recentemente em Acinetobacter baumannii (ROBLEDO et al.,
2010).

O primeiro membro da familia KPC foi descoberto em uma pesquisa realizada
pelo projeto de resisténcia aos antimicrobianos ICARE, Intensive Care Antimicrobial
Resistance Epidemiology, em um isolado de Klebsiella pneumoniae resistente ao
imipenem em hospitais dos Estados Unidos na Carolina do Norte em 1996, que
identificaram esta beta-lactamase como KPC-1 (QUEENAN e BUSH, 2007).

KPC-2 foi descrita com resultado de uma mutacédo pontual em KPC-1 obtida
de isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes ao imipenem de Baltimore,
Maryland entre 1998 a 1999, Salmonella enterica sorovar Cubana também em
Maryland, bem como em isolados de Klebsiella oxytoca e Klebsiella pneumoniae de
Nova lorque. Estes casos estavam possivelmente relacionados com a disseminacao
das enzimas KPC-1 ao leste dos Estados Unidos. Posteriormente, ficou
demonstrado que as enzimas KPC-1 e KPC-2 eram geneticamente idénticas
(QUEENAN e BUSH, 2007; NORDMANN et al., 2009).

Surtos de infeccdo hospitalar em Nova lorque entre 2000 a 2001 por isolados
de Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos produziram uma nova
variante KPC, denominada KPC-3 (QUEENAN e BUSH, 2007).

Atualmente existem 10 variantes da familia KPC (KPC-2 a KPC-11), das quais
KPC-2 e KPC-3 tém sido relatadas como as mais frequentes na familia
Enterobacteriaceae (CHEN et al., 2011).

Até 2005, a distribuicdo geografica destas enzimas em membros da familia
Enterobacteriaceae, particularmente em Klebsiella pneumoniae, era limitada ao leste
dos Estados Unidos (QUEENAN e BUSH, 2007).

Logo depois, a distribuicdo de KPC se tornou mundial com relatos de surtos
de infeccdo hospitalar em diversos paises como Franca, China, Suécia, Noruega,
Colémbia, Brasil, Escécia, Trinidade, Tobago e Polénia (HIRSCH e TAM, 2010).
Casos endémicos tém sido detectados em Israel, Grécia, nordeste dos Estados
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Unidos, Colémbia, Porto Rico e em uma Republica Chinesa (NORDMANN et al.,
2011).
Na Figura 4 se observa a distribuicdo geografica de KPC no mundo e os

paises onde tém casos endémicos.

Figura 4 - Distribui¢cdo geogréafica de KPC no mundo.
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A — Distribuicdo mundial; B — Estados Unidos; C — Europa; D — China.
Fonte: Figura adaptada de NORDMANN et al., 2011.

Muitas das infec¢cdes por enterobactérias produtoras de KPC ocorrem de
forma sistémica em pacientes com dispositivos invasivos (catéter venoso central,
tubo nasogastrico, catéter urinario), particularmente em imunocomprometidos
(NORDMANN et al., 2009).

Entre os fatores de risco para a aquisicdo das infec¢cbes por bactérias
produtoras de KPC estdo o uso prévio de multiplos antibidticos (beta-lactamicos,
aminoglicosideos e fluoroquinolonas), hospitalizacdo prolongada, internacdo em
UClIs e imunossupressao (NORDMANN et al., 2009).
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A deteccdo de carbapenemase no laboratério de microbiologia é de muita
importancia e extrema necessidade, porque nem sempre a presenca do gene
blaKPC resulta em resisténcia aos carbapenémicos in vitro e consequentemente 0s
testes fenotipicos podem sugerir que os produtores de KPC sejam produtores de
ESBLs, permitindo terapia inadequada com elevado nivel de mortalidade
(THOMSON, 2010).

O tratamento das infec¢cdes por Enterobacteriaceae produtoras de KPC é
limitado, sendo basicamente restritos a tigeciclina e polimixinas ou combinacdes
destes com aminoglicosideos, embora essa Ultima op¢ao apresente elevado grau de
toxicidade (HIRSCH e TAM, 2010).

3.7 Vigilancia e Epidemiologia Molecular da Resisténcia Bacteriana

A presenca de alguns fatores como o uso de antibidticos e de dispositivos
(cateteres e ventilagdo mecanica) viabiliza o prolongamento da sobrevida do
paciente, porém sao determinantes para o desenvolvimento de infeccao hospitalar.
No ambiente comunitario, o principal fator que determina o desenvolvimento de
infeccbes por bactérias multirresistentes € consumo de forma indiscriminada dos
antibiéticos (PEREIRA et al., 2000; HAWKEY e JONES, 2009).

Classicamente, a infeccdo hospitalar € qualquer infeccdo adquirida apés a
internacdo do paciente e que se manifeste durante a internacdo, ou mesmo apoés a
alta, quando puder ser relacionada com a internacédo ou procedimentos hospitalares.
Ja a infeccdo comunitaria € a infeccdo constatada ou em incubacdo no ato de
admissdo do paciente, desde que nao relacionada com internagcdo anterior no
mesmo hospital (BRASIL, 1998).

Um dos principais problemas da resisténcia bacteriana esta nas bactérias
produtoras de ESBL e KPC, em que seus genes estdo localizados em elementos
genéticos moveis e frequentemente possuem mecanismos de resisténcia a outras
classes de antibioticos (SINGH et al., 2006), permitindo a sua rapida disseminacao
com limitadas opcdes terapéuticas, as quais estdo relacionadas a grande
mortalidade, ocasionando maior tempo de internacdo e alto custo com exames e

medicamentos (MARTINS et al., 2006). As infec¢cdes comunitarias dificultam a
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terapia empirica e importam as bactérias multirresistentes para o ambiente hospitalar
(PITOUT e LAUPLAND, 2008).

Para se conter o surgimento e a rapida disseminacdo dos mecanismos de
resisténcia aos antibioticos entre varios isolados bacterianos, programas de
vigilancia da resisténcia tém sido conduzidos em varios paises (MASTERTON,
2008).

Nestes programas, a aplicacdo das técnicas moleculares para a tipagem de
isolados bacterianos resistentes permite a obtencédo de informacdes ndo acessiveis
pela utilizacdo exclusiva de métodos fenotipicos, como a identificagdo das fontes de
contaminagao (pessoal ou ambiental), rastreamento da disseminac¢ao dos clones e o
controle dos surtos de infec¢ao (TOSIN et al., 2003; SINGH et al., 2006).

A descoberta de clones dentro de um ambiente hospitalar tem um impacto
direto sobre 0 método de intervencdo. Se os isolados em um agrupamento sao
genotipicamente diferentes (policlonais), o agrupamento pode ser devido a pressao
excessiva de antibioticos, resultando na selecdo de um fendtipo de resisténcia
dentro um grupo de isolados nao-relacionados, os quais sdo limitados pelo uso
restrito de determinada classe de antibiotico. Quando geneticamente idénticos, sao
ditos clonais, demosntrando a transferéncia cruzada entre os pacientes. Este caso é
focado na adocédo de barreiras para limitar a disseminacdo, como isolamento dos
pacientes necessarios e meétodos de assepsia para a lavagem das maos
(WEINSTEIN, 2001; TOSIN et al., 2003).

Consequentemente para se fazer o controle da disseminagao da resisténcia
aos antibitticos, a vigilancia continua deve ser realizada por meios de tipagem
molecular (WEINSTEIN, 2001).

Atualmente diversos métodos de tipagem genética se tornaram acessiveis. A
eletroforese em campo pulsado (PFGE, Pulsed-field Gel Electrophoresis) é um dos
métodos mais amplamente utilizados, entretanto apresenta desvantagens na
execucdo e alto custo. Outros métodos com elevado poder discriminatério estdo
sendo utilizados, sdo eles: amplificacdo aleatoria de polimorfismos no DNA (RAPD,
Randomly Amplified Polymorphic DNA), ribotipagem e amplificacdo por PCR de

sequéncias repetidas no genoma bacteriano (SINGH et al., 2006).
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3.7.1 Microssatélites

As sequéncias simples repetidas (SSRs, Simple Sequence Repeats) sao
regibes denominadas de microssatélites com 1 a 6 nucleotideos que se repetem em
tandem (blocos) em um dado locus distribuido ao longo do genoma, principalmente
em regides nado codificantes (VAN BELKUM et al., 1998).

Os microssatélites sdo utilizados como marcadores moleculares devido ao
alto nivel de polimorfismo encontrado em seus loci, 0 que proporciona sua utilizacao
em diversos propdsitos de estudo como identificacdo de clones, linhagens, hibridos,
cultivares, paternidade, estimativas de diversidade, fluxo génico, taxa de
cruzamento, parentesco e na construcdo de mapas genéticos (VERSALOVIC e
LUPSKI, 2002).

O deslizamento (slippage) da DNA polimerase durante a replicacdo do DNA é
tida como a principal causa da variagdo no numero de repeticdes nesses loci. Os
diferentes numeros de repeticdes caracterizam os diferentes alelos, que podem ser
detectados em gel de eletroforese (BZYMEK e LOVETT, 2001).

O iniciador (GTG)s € utilizado para amplificacdo de regibes repetidas,
produzindo padrdao de amplificacdo que revela polimorfismos de DNA nas
sequéncias de nucleotideos entre dois sitios de microssatélites no genoma. Em
estudos recentes, as andlises de fingerprinting com (GTG)s-PCR tém sido utilizadas
para a tipagem molecular de Acinetobacter baumanii (HUYS et al., 2005),
Salmonella enterica (RASSCHAERT et al., 2005), Campylobacter concisus
(MATSHEKA et al.,, 2006), Enterococcus faecium (JURKOVIC et al.,, 2007),
Escherichia coli (MOHAPATRA et al., 2008), Streptococcus mutans (SVEC et al.,
2008), Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca (RYBERG et al., 2011) e para a
identificacdo de bactérias produtoras de acido latico (SVEC et al.,, 2007) e
Staphylococcus coagulase-negativos (BRAEM et al., 2011).
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de Realizac&o do Trabalho

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Genética e Microbiologia Aplicada
da Universidade Federal de Alagoas (BIOGEN/UFAL) com aprovacdo do Comité de
Etica e Pesquisa da UFAL sob o niimero 009285/2009-31.

4.2 Obtencao dos Isolados Bacterianos

Foram obtidos 254 isolados bacterianos da familia Enterobacteriaceae
fenotipicamente produtores de ESBL de diversas amostras clinicas de pacientes
atendidos em cinco hospitais de alta complexidade hospitalar de Alagoas, sendo
quatro localizados em Maceié (Hospital Santa Casa, Hospital Geral de Alagoas,
Maternidade Escola Santa Ménica e Hospital Escola Dr. Hélvio Auto) e um em
Arapiraca (Unidade de Emergéncia do Agreste) entre Marco de 2008 a Dezembro de

2010. Somente um isolado bacteriano por paciente fez parte do estudo.

4.3 Identificacéo dos Isolados Bacterianos

A identificacdo das espécies de enterobactérias foi realizada como de rotina
pelos profissionais do setor de microbiologia clinica dos hospitais. Todos os isolados
bacterianos foram identificados pelo método enziméatico/colorimétrico em um
aparelno semi-automatizado AutoScan-4 (Dade Behring®), com excecdo dos
isolados obtidos da Unidade de Emergéncia do Agreste, os quais foram cedidos

previamente identificados pelo método de sequenciamento do gene rDNA 16S.
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4.4 Anélise Fenotipica da Resisténcia Bacteriana

4.4.1 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos in vitro

Para determinacdo do perfil de resisténcia das enterobactérias aos
antibioticos foram realizados antibiogramas pelo método de disco-difusédo
desenvolvido por Kirby-Bauer e padronizado pelo CLSI M2-A9 (CLSI, 2006).

Os isolados foram semeados em caldo Mueller-Hinton e incubados a 37°C até
obtencado de turvacdo conforme a escala 0,5 de Mac Farland (1,5 x 10® UFC/mL).
Com auxilio de um swab, as suspensdes bacterianas foram semeadas em placas de
Petri contendo agar Mueller-Hinton. Apds 5 minutos, foram aplicados os discos de
antibioticos: aminoglicosideos (amicacina 30 pg e gentamicina 10 pg),
carbepenémicos (imipenem 10 pug, ertapenem 10 pg e meropenem 10 ug),
fluoroquinolonas (ciprofloxacina 5 pg e levofloxacina 5 pg), monobactamico
(aztreonam 30 pg), cefalosporina de 4° geracao (cefepime 30 ug), cefalosporinas de
3° geracdo (cefotaxima 30 g, ceftazidima 30 pg e ceftriaxona 30 pg),
penicilina/inibidor da beta-lactamase (piperacilina/tazobactam 100 pg/10 pg) e
inibidor da via metabdlica do folato (sulfametoxazol/trimetoprim 23,75 ug/1,25 pg).

As placas foram incubadas em estufa por 16-18 horas a 35°C + 2°C. Os
resultados foram lidos com auxilio de um paquimetro em resistente, intermediario e
sensivel, segundo CLSI M100-S18 (CLSI, 2008).

4.4.2 Teste Confirmatorio para Detec¢cdo de ESBL

A deteccdo de enterobactérias produtoras de ESBL baseou-se no perfil de
resisténcia dos isolados bacterianos as cefalosporinas de amplo espectro e
aztreonam na placa do antibiograma. Os halos sugestivos de ESBL definidos pelo
CLSI M100-S18 (CLSI, 2008) foram para aztreonam < 27 mm, ceftriaxona < 25 mm,
cefotaxima < 27 mm e ceftazidima < 22 mm. A partir desse perfil, foi realizado um

teste fenotipico para se confirmar a producéo de ESBL.
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Denominado de disco-aproximacao, esse teste foi idealizado por Jarlier e
colaboradores (1988) e consiste na colocacao de discos de ceftazidima, ceftriaxona,
cefepime e aztreonam distantes 20 mm (centro a centro) de um disco de amoxicilina
contendo um inibidor da beta-lactamase, como o acido clavulanico, conforme
representacdo esquematica demonstrada na Figura 5.

A presenca de um aumento ou a deformacao no halo de inibicdo em qualquer
um dos discos testados em direcdo ao disco de amoxicilina-acido clavulanico
confirmou a positividade para a producdo de ESBL (Figura 6). Esta zona de
deformacéo, conhecida como zona fantasma, caracteriza a ac¢ao inibitéria da beta-

lactamase.

Figura 5 - Esquema de deteccdo de ESBL por disco-aproximagao.

Abreviatura: CPM — cefepime; CAZ — ceftazidima; CRO — ceftriaxona; ATM — aztreonam; AMC —
amoxicilina-acido clavulanico.

Figura 6 - Positividade no teste de ESBL. B1- Aumento do halo de inibicdo; B2 - “zona
fantasma”.

Fonte: Autor, 2009.



51

4.4.3 Teste de Triagem para Deteccao de KPC

A deteccdo de KPC foi baseada no teste de triagem padronizado pelo CLSI
M100-S18 (CLSI, 2008) realizada pelo método de disco-difusdo em &gar Mueller-
Hinton. No Quadro 4 se observa os pontos de corte para os carbapenémicos
definido CLSI. Os isolados classificados como intermediario ou resistente para

ertapenem e/ou meropenem foram fenotipicamente produtores de carbapenemase.

Quadro 4 - Pontos de corte definido pelo CLSI M100-S18 (2008) para a triagem inicial de
carbapenemase em Enterobacteriaceae.

Carbapenémicos Resistente (R) Intermediario (1) Sensivel (S)
Ertapenem <18 mm 19-21 mm =22 mm
Meropenem <15 mm 16-21 mm =22 mm

Fonte: CLSI, 2008.

4.5 Controle de Qualidade dos Testes

Cepas-controle da colecdo American Type Culture Collection (ATCC®) foram
utilizadas nos testes microbiolégicos e moleculares para confirmar a
reprodutibilidade dos mesmos. Foram utilizadas cepas das seguintes espécies: E.
coli ATCC 25922 (ESBL negativa), K. pneumoniae ATCC 700603 (ESBL positiva
SHV), K. pneumoniae ATCC BAA-1705 (KPC positiva) e K. pneumoniae 4M (ESBL
positiva TEM, CTX-M e SHV), esta ultima cedida pela Professora Marcia Maria

Camargo de Morais da Universidade do Estado de Pernambuco (UPE/PE).
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4.6 Extracao e Quantificacdo do DNA Total Bacteriano

A extracdo do DNA total dos isolados foi realizada segundo Chapman e
colaboradores (2001), com algumas modificagdes (substituicdo do caldo Luria 0,5%
de NaCl por caldo Brain Heart Infusion — BHI).

Cada isolado foi ressemeado em &gar Eosin Methylene Blue (EMB) e
incubado a 35°C * 2°C por 16-18 horas para confirmacdo da pureza da colbnia
bacteriana. De cada placa, foi transferida uma colonia para 5 mL de caldo BHI que
foi incubado a 35°C + 2°C por 16-18 horas.

Em um microtubo do tipo eppendorf® foi adicionado 1 mL da suspens&o
bacteriana que entdo foi centrifugado a 5000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células do sedimento (pellet) foram ressuspensas em 1 mL de agua
ultrapura (Milli-Q®) esterilizada e centrifugadas a 12000 g por 3 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 200 pL de tampéo TE pH
8,0 (10 mM Tris/HCI; 1mM EDTA).

A suspenséo foi entdo submetida ao banho de agua fervente a 95°C por 10
minutos e, em seguida, colocada em freezer a -20°C por 30 minutos. Os microtubos
foram retirados do freezer e colocados a temperatura ambiente até o
descongelamento. Em seguida, os microtubos foram centrifugados a 12000 g por 10
minutos e 200 pL do sobrenadante contendo o material genético foi transferido para
um novo tubo eppendorf®. Os tubos contendo o DNA foram armazenados em freezer
a -20°C.

A quantificacdo foi realizada por espectrofotometria, utilizando-se
comprimento de onda de 260 nm apos diluicbes das amostras de 1:200. Para o
calculo da concentragdo do DNA, a relacdo utilizada foi de 1DO = 50 pg/mL
(SAMBROOK et al., 1989).

4.7 Analise Molecular da Resisténcia Bacteriana
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4.7.1 Amplificagdo dos Genes de Resisténcia aos Beta-Lactamicos

A confirmacgéo genotipica das beta-lactamases blaSHV, blaTEM, blaCTX-M e
blakPC foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se
pares de iniciadores especificos (primers) (Quadro 5).

A programacao de amplificagéo de ESBL (blaSHV, blaTEM e blaCTX-M), bem
como os iniciadores especificos utilizados foram baseados na metodologia descrita
por Cao e colaboradores (2002). Os iniciadores para pesquisar blaCTX-M sao
degenerados, capazes de alinhar e amplificar fragmentos internos de 544 pb
especificos do gene blaCTX-M que codificam enzimas dos grupos CTX-M-1, CTX-M-
2 e CTX-M-9.

Na pesquisa da carbapenemase blaKPC, um fragmento de 246 pb foi
amplificado com os iniciadores descritos por Hindiyeh e colaboradores (2008) e a

técnica de amplificacéo realizada foi descrita por Schechner e colaboradores (2009).

Quadro 5 - Sequéncia de iniciadores especificos, tamanho dos fragmentos e nimero de
acesso em bancos genéticos para deteccdo dos genes blaTEM, blaCTX-M, blaSHV e
blakPC.

Genes Sequéncia (5" - 3") Tamanho (pb) N° Acesso

F- GAT ACC ACG TTC CGT CTG G
blaKPC 246 AF297554
R - GCA GGT TCC GGT TTT GTC TC

F-TTATCT CCCTGT TAG CCACC
blaSHV 797 Y11069
R-GATTTG CTG ATT TCG CTC GG

F-TCG GGG AAATGT GCG CG
blaTEM 972 AF467990
R-TGC TTA ATC AGT GAG GCA CC

F - SCS ATG TGC AGY ACC AGT AA
blaCTX-M 544 X92506
R-CCG CRATAT GRTTGG TGG TG

Abreviatura: S=CouG;Y=CouT;R=AouG
Fonte: CAO et al., 2002; HINDIYEH et al., 2008.

4.7.1.1 CondicBes para Reacdes de Amplificacdo dos Genes de Resisténcia
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A PCR para deteccéo de blaTEM, blaCTX-M, blaSHV e blaKPC foi realizada
em volume final de 25 pL.

Os protocolos das reagoes de amplificacdo para os genes blaTEM, blaCTX-M
e blaKPC podem ser vistos no Quadro 6 e para o gene blaSHV no Quadro 7.

Quadro 6 - Protocolo da reacdo de amplificacdo para os genes blaTEM, blaCTX-M e
blakPC.

Componentes Concentracdo Estoque Vol. na Reagéo (pl) ConcFeiE'glagéo
Agua Milli-Q® 12,40
Tampéo PCR (sem Mg+2)a 10X 2,50 1X
BSA (albumina sérica bovina) 0,25 pg/uL 2,50 0,025 pg/uL
dNTP's? 2,0 mM 2,50 0,2 mM
Iniciador 1 12,5 uM 1,25 0,625 uM
Iniciador 2 12,5 uM 1,25 0,625 uM
MgCl,* 50,0 mM 1,50 3,0 mM
Taq Polimerase® 5,0 U/uL 0,10 0,02 U/uL
DNA 50,0 ng/uL 1,00 2,0 ng/uL
a-— Invitrogen{5 Fonte: Autor, 2009.
Quadro 7 - Protocolo da reagédo de amplificacédo para o gene blaSHV.
Componentes Concentracédo Estoque Vol. na Reacéo (ul) ConcFeigglagéo
Agua Milli-Q® 11,40
Tamp&o PCR (sem Mg*?)? 10X 2,50 1X
BSA (albumina sérica bovina) 0,25 pg/uL 2,50 0,025 ug/uL
dNTP's? 2,0mM 2,50 0,2 mM
Iniciador 1 12,5 uM 1,25 0,625 uM
Iniciador 2 12,5 uM 1,25 0,625 uM
MgCl,? 50,0 mM 1,50 3,0 mM
Taq Polimerase® 5,0 U/puL 0,10 0,02 U/uL
DNA 50,0 ng/uL 2,00 4,0 ng/uL

a-— Invitrogeng) Fonte:

Autor, 2009.
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4.7.1.2 Programa da Reacdo de Amplificacdo dos Genes de Resisténcia

As reacles de amplificacdo ocorreram em um termociclador Biocycler MJ25
(Biosystems®).

Para amplificacdo dos genes blaTEM e blaCTX-M, o DNA foi inicialmente
desnaturado a 94°C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos consistindo de:
desnaturacao a 94°C por 45 segundos, hibridizacédo a 52°C por 1 minuto, extenséo a
72°C por 1 minuto; e, uma etapa final de extensé@o a 72°C por 10 minutos.

O gene blaSHV foi amplificado por desnaturacao inicial do DNA a 94°C por 2
minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, hibridizacdo a 60°C por
30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguida de uma extenséo final a 72°C
por 4 minutos.

BlaKPC foi amplificado por desnaturacdo do DNA, inicialmente, a 95°C por 15
minutos, seguidos de 38 ciclos (desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, hibridizacdo a
62°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto), finalizando com uma extensao a
72°C por 10 minutos.

Os produtos da PCR foram avaliados ap6s corrida eletroforética a 10 V/cm
em gel de agarose 1,0%, utilizando tampao TBE 0,5X pH 8,0. Como referéncia foi
utilizado um marcador de peso molecular de DNA de 100 pb (Amresco® e
Invitrogen®). Ap6s eletroforese, o gel foi corado em solucéo de brometo de etidio
(0,5 mg/mL), visualizados em transiluminador de luz ultravioleta (312 nm) e

fotografados em sistema Doc-Print Il (Vilber Lourmat®).

4.8 Tipagem Genética das Bactérias Multirresistentes

A tipagem genética foi realizada com o microssatélite (GTG)s-PCR para
amplificacdo de sequéncias simples entre repeticées (ISSRs, Inter Simple Sequence
Repeats) no genoma das enterobactérias estudadas, segundo Silva-Filho (2005).

A reacdo de amplificacdo foi realizada para um volume final de 25 pL,

seguindo o protocolo do Quadro 8.
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Quadro 8 - Protocolo da rea¢cdo de amplificacdo com o microssatélite (GTG)s.

Componentes Concentracdo Estoque Vol. na Reagéo (pl) ConcFeiE;rlagéo
Agua Milli-Q® 9,75

Tampao PCR (sem Mg*?)? 10X 2,50 1X

BSA (albumina sérica bovina) 0,25 pg/uL 2,50 0,025 pg/uL
dNTP's® 2,0 mM 2,50 0,2 mM
Iniciador (GTG)s 1,0 uM 5,00 0,2 uM
MgCl,® 50,0 mM 1,50 3,0mM
Taq Polimerase® 5,0 U/uL 0,25 0,05 U/uL
DNA 50,0 ng/uL 1,00 2,0 ng/uL

a-— Invitrogen®
Fonte: Silva-Filho, 2005.

A amplificacdo com o marcador (GTG)s ocorreu em um termociclador
Biocycler MJ25 (Biosystems®) e foi programada para um ciclo de desnaturacéo de 5
minutos a 94°C; seguidos de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15 segundos,
hibridizacdo a 55°C por 45 segundos, extenséo a 72°C por 90 segundos; e, extensao
final a 72°C por 6 minutos.

Os produtos da PCR foram avaliados apos corrida eletroforética a 7,5 V/cm
em gel de agarose 1,7% por 120 minutos, utilizando tampéo TBE 0,5X pH 8,0. Foi
utilizado um marcador molecular de DNA de 100 pb para estimar o tamanho dos
fragmentos amplificados. A qualidade das reacGes de amplificacdo foi monitorada
utilizando-se uma cepa de Saccharomyces cerevisae com padrédo conhecido do
BIOGEN. Apdés eletroforese, o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio (0,5
mg/mL), visualizados em transiluminador de luz ultravioleta (312 nm) e fotografados

em sistema Doc-Print Il (Vilber Lourmat®).

4.9 Analises Estatisticas

As correlacdes entre os padrdes de banda a partir das imagens dos geéis, um

indice de similaridade foi determinado para cada par de isolado bacteriano, pelo
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programa BioNumerics® versdo 6.5 (Applied Maths, St. Martens Latem, Bélgica)
utilizando o método de Jacard com uma otimizacdo de 0,5% e tolerancia de posi¢cédo
de banda de 1% e posteriormente foi construido um dendrograma pelo método
hierarquico aglomerativo da média aritmética entre os pares nao-ponderados
(UPGMA — Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average).
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7 CONCLUSOES

1. H& uma prevaléncia dos genes de resisténcia aos beta-lactamicos blaTEM,
blaSHV, blaCTX-M e blaKPC em enterobactérias causadoras de infeccoes

em Alagoas;

2. Os genes que expressam a producdo de ESBL (blaTEM, blaSHYV e blaCTX-
M) foram identificados tanto em bactérias causadoras de infec¢bes
comunitarias quanto hospitalares. Ja, o gene blaKPC nao foi identificado em
bactérias causadoras de infeccbes comunitarias, estando restrito aos casos

de infeccéo hospitalar em Alagoas;

3. Na comunidade, o caso mais frequente de infec¢édo foi a do trato urinario
por Escherichia coli, assim como no ambiente hospitalar por Klebsiella
pneumoniae, ambas, com predominio do tipo génico blaCTX-M,

principalmente nas UTIs;

4. As enterobactérias produtoras de ESBL e KPC apresentaram perfis de
multidroga resisténcia para as diversas classes de antibioticos testados e 0s
tipos génicos estavam relacionados com a resisténcia para alguns

antibioticos;

5. Clones de bactérias multirresistentes produtoras de ESBL (blaTEM, blaSHV
e blaCTX-M) e KPC (blaKPC) foram identificados se disseminando entre os
pacientes internados nos hospitais de Alagoas, provavelmente por
contaminacgao cruzada, contribuindo para os elevados niveis de resisténcia

aos beta-lactamicos.
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