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As B-lactamases de Espectro Estendido (ESBLs) sdo enzimas bacterianas mediadas por
plasmideos que conferem resisténcia a maioria dos antibiéticos p-lactamicos. Estas enzimas
estdo amplamente disseminadas em microrganismos nos ambientes hospitalares do mundo.
Este estudo estimou a distribuicdo e prevaléncia das principais familias de ESBLs entre
amostras de Escherichia coli e Klebsiella spp. no Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM), Rio Grande do Sul. Durante um periodo de 14 meses, 90 microrganismos foram
selecionados como provaveis produtores de ESBLs de acordo com os critérios
estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Os microrganismos
isolados foram submetidos a testes fenotipicos confirmatérios para a presenca de ESBL. As
amostras que apresentaram resultado negativo nestes testes tiveram sua susceptibilidade
testada frente a cefoxitina. Os tipos de ESBLs presentes em cada microrganismo foram
determinados pela pesquisa dos genes bla tey, bla spv € bla ctxm através da reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR). Empregando-se o método do disco combinado, a presenca de
ESBLs foi confirmada em 55 (61,1%) amostras; quando o método do duplo disco foi
utilizado, 57 (63,3%) amostras foram confirmadas. No teste de susceptibilidade a cefoxitina,
16 das 39 amostras testadas apresentaram resisténcia a este substrato. Com base na PCR,
74 (82,2%) amostras possuiam genes para a familia TEM de ESBLs, 61 (67,8%) para a
familia SHV e 19 (21,1%) para a familia CTX-M. Apenas um isolado de Escherichia coli
demonstrou possuir genes para a familia CTX-M de ESBLs. A distribuicdo de ESBLs das
familias TEM, SHV e CTX-M no HUSM apresentou semelhancas e diferengcas em

comparacao com ESBLs de outros ambientes hospitalares.

Palavras-chaves: (3-lactamases de espectro estendido; Escherichia coli; Klebsiella spp.; bla

Tem; bla shy; bla crxm.



ABSTRACT

Extended-spectrum B-lactamases (ESBLs) are plasmid-mediated bacterial enzymes
that confer resistance for most p-lactams antibiotics. These enzymes are widespread
in microorganisms in hospital settings worldwide. This study estimated the
distribution and prevalence of the main ESBLs families among samples of
Escherichia coli and Klebsiella spp. in the university hospital of Santa Maria (HUSM),
Rio Grande do Sul. During a period of 14 months 90 microorganisms were selected
as probable ESBL producers according to the recommendations of Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). The isolated microorganisms were submitted
to phenotypic confirmatory tests for the presence of ESBL. Samples that showed
negative results were tested against their susceptibility to cefoxitin. The ESBLs types
found in each organism were determined by the research of the genes bla tgv, bla
shv € bla ctx-m by polymerase chain reaction (PCR). Fifty-five (61.1%) samples were
confirmed as ESBL positive by the combined disc method and fifty-seven (63.3%) by
the double disc method. In the cefoxitin susceptibility test 16 of the 39 samples
presented resistance to this agent. Based on PCR, 74 (82,2%) samples harbored
TEM-type ESBL gens, 61 (67,8%) SHV-type and 19 (21,1%) CTX-M-type. Only one
Escherichia coli isolate appeared harboring genes for the CTX-M family of ESBLs.
The distribution of TEM, SHV and CTX-M ESBL families from HUSM presented some

similarities and differences compared with ESBLs of other hospital settings.

Key-words: extended spectrum B-lactamases; Escherichia coli; Klebsiella spp.; bla

TEM; Dla shy; bla crx-m.
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1 - INTRODUGAO

Atualmente um dos mais graves problemas que atingem os servigos de saude
em todo o mundo é a emergéncia de microrganismos resistentes a diversos
antimicrobianos. A falta de adesdo dos profissionais da saude as medidas
recomendadas para prevengdao da transmissdo de microrganismos e O UsO
inadequado de antimicrobianos estdo entre as principais causas deste problema
(ANVISA, 2008).

A proliferacdo e disseminagdo de microrganismos resistentes ocorrem
principalmente nos ambientes hospitalares e preocupam as instituicdes de saude. As
infeccbes hospitalares causam deficiéncias funcionais e “stress” emocional nos
pacientes e podem, em alguns casos, resultar em condi¢gbes de incapacidade que
reduzem a qualidade de vida (WHO, 2002). Além disso, as infec¢gdes hospitalares
contribuem para periodos de internagao prolongados, maiores indices de morbidade
e mortalidade e significativo aumento nos custos do tratamento (PITTET, 1994).

Nos paises desenvolvidos, a prevaléncia de pacientes hospitalizados que
adquirem uma infeccdo hospitalar € em média 8,7%. O Brasil carece de dados mais
consistentes e atuais a respeito da prevaléncia das infec¢gdes de origem hospitalar
(WHO, 2002; OPAS, 2000).

A medida mais eficaz para pacientes com infeccbes hospitalares é a
administracdo de antimicrobianos. Entretanto, a escolha da terapia adequada é
tarefa criteriosa das mais dificeis atualmente. Através da selecdo e troca de
elementos genéticos de resisténcia, os antimicrobianos podem promover a
emergéncia de bactérias multirresistentes; microrganismos da microbiota normal
susceptiveis ao antimicrobiano administrado sdo suprimidos, enquanto os
resistentes persistem e podem se tornar endémicos nos hospitais (WHO, 2002).

No final do século XX, em um periodo de 20 anos (1983 a 2002), a aprovagao
pelo FDA (United States Food and Drug Administration) de novos antimicrobianos foi
reduzida em 56% (SPELBERG, 2004). Além disso, a grande maioria dos novos
antimicrobianos aprovados desde 1999 pelo FDA tem atividade aumentada

principalmente contra cocos Gram-positivos como Staphylococcus aureus resistente
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a meticilina (MRSA), pneumococo resistente a penicilina (PRP) e enterococo
resistente a vancomicina (VRE) (NORRBY, 2005).

Nas duas ultimas décadas, nos paises em desenvolvimento, 0 aumento da
resisténcia microbiana ocorreu principalmente entre os bacilos Gram-negativos
(Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp.).
Esses microrganismos desenvolveram resisténcia inclusive aos antimicrobianos de
amplo espectro mais comumente utilizados como quinolonas, carbapenens e
cefalosporinas de terceira geragao (CDC, 2009). Em um relatério anual publicado
pelo “National Nosocomial Infections Surveillance System” americano em 2004,
20,6% dos isolados de Klebsiella spp. eram resistentes a cefalosporinas de terceira
geracgdo, significando um aumento de 47% em relagdo a um periodo anterior
compreendendo cinco anos (NNIS, 2004).

O principal mecanismo de resisténcia dos bacilos Gram-negativos contra os
antimicrobianos B-lactamicos é a producédo de [(-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) (AGRAWAL, 2008). Estas enzimas hidrolisam o anel B-lactdmico destes
antimicrobianos, inativando-os e conferindo resisténcia aos microrganismos que as
produzem (PHILIPPON, 1989).

A resisténcia dos microrganismos produtores de ESBLs a uma grande
variedade de antimicrobianos tornou sua disseminagao um seério problema de saude
mundial, que tem complicado as estratégias de tratamento de um crescente numero
de pacientes. Neste contexto, a pesquisa de rotina de microrganismos produtores de
ESBLs é de grande importancia. Entretanto, a implementagcao desta pesquisa aos
testes de rotina dos laboratorios de microbiologia é relativamente baixa (PFALLER,
2006).

Em escala mundial, a incidéncia de microrganismos produtores de ESBLs é
sub-estimada. Além da dificuldade de determinacgao, principalmente por diferengas
entre os métodos de deteccdo e interpretagao utilizados em cada um dos paises e
instituicdes envolvidos, existem também diferencas em relagdo a notificacdo do
aparecimento de tal fenébmeno (STEWARD, 2000). Contudo, devido ao fato de que
microrganismos produtores de ESBLs frequentemente se originam em surtos
localizados, sua prevaléncia pode variar de um local para outro e mesmo ao longo
do tempo em um mesmo local (PFALLER, 2006; STEWARD, 2001). Como resultado,

estimativas locais e regionais sdo provavelmente mais uteis para as tomadas de
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decisdes clinicas e controle de infecgdo do que as avaliagcbes mais globais (FANG,
2008; PFALLER, 2006).

A principal metodologia utilizada para a detec¢cado de ESBLs pelos laboratorios
de microbiologia é baseada em métodos fenotipicos. Entretanto, estes testes sdo
passiveis de interferéncia por outros mecanismos de resisténcia e ndo sao capazes
de diferenciar as ESBLs entre as diversas familias existentes (PATERSON, 1999).
Tal diferenciacdo é importante, pois cada tipo de ESBL possui caracteristicas
diferentes no que diz respeito a interagcdo com antimicrobianos especificos. A
necessidade de melhoramento na deteccdo de ESBLs em isolados clinicos é
evidente (TENOVER, 2003). Atualmente, muitos testes moleculares estdo sendo
utilizados, principalmente nos centros de pesquisa, no intuito de melhorar a deteccao
e monitoramento das ESBLs (PATERSON, 2005).

O principal objetivo deste trabalho foi pesquisar a presenga de genes
codificadores para as familias TEM, SHV e CTX-M de ESBLs em isolados de
Escherichia coli e Klebsiella spp. provenientes do Hospital Universitario de Santa

Maria (HUSM). Também s&o objetivos deste trabalho:

e Correlacionar os resultados de um método molecular (PCR) com os
resultados de dois métodos fenotipicos (duplo disco e disco combinado)

utilizados na deteccédo de ESBLs.

e Avaliar a relagao dos testes fenotipicos de triagem para ESBL com os testes

confirmatorios.

e Comparar os resultados dos dois métodos fenotipicos utilizados na detecgao

de ESBLs: duplo disco e disco combinado.

e Determinar, entre ceftazidima, cefotaxima e cefpodoxima, qual o melhor

substrato para a deteccdo de ESBLs nos testes fenotipicos confirmatérios.

e Analisar a relagéo entre a resisténcia a cefoxitina e a dificuldade de detecgao
de ESBLs pelos métodos fenotipicos utilizados.



13

e Determinar a espécie bacteriana mais prevalente como produtora de ESBL

entre as amostras estudadas.

o Determinar a familia de ESBL prevalente entre as amostras estudadas.
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2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1 — B-lactamases de espectro estendido (ESBLs)

2.1.1 — Histoérico

A emergéncia da resisténcia bacteriana aos antibioticos [(-lactamicos
comegou antes mesmo do primeiro B-lactamico, a penicilina, ser desenvolvida. A
primeira penicilinase foi identificada em Escherichia coli antes da liberagao da
penicilina para uso na pratica médica (ABRAHAM, 1940 apud BRADFORD, 2001).
Esta enzima rapidamente se disseminou e foi identificada em varios outros isolados
clinicos de S. aureus bem como em outras espécies de estafilococos (BUSH, 1989;
PHILIPPON, 1989).

A introdugdo das cefalosporinas e das penicilinas de amplo espectro na
segunda metade da década de 60 proveu os substratos que tornaram possivel a
detecgao de inumeras novas B-lactamases. Assim, embora a primeira 3-lactamase
originalmente descrita fosse efetiva apenas na hidrdlise de penicilinas, muitas outras
enzimas relacionadas (com diferentes tipos de substratos) foram sendo descobertas
(BUSH, 1989). Entre os anos 70 e 80, além do surgimento das novas penicilinas e
cefalosporinas vieram as cefamicinas, carbapenens e monobactamicos e, junto com
eles, uma grande quantidade de novas B-lactamases (BUSH, 1986).

Nas ultimas duas décadas do século XX, novos antibidticos B-lactamicos
foram especialmente desenhados para serem resistentes a acédo hidrolitica das [3-
lactamases (BRADFORD, 2001). As cefalosporinas de terceira geragdo foram
desenvolvidas em resposta ao aumento da prevaléncia de B-lactamases em certos
organismos (por exemplo, B-lactamases dos tipos TEM-1 e SHV-1 hidrolizadoras de
ampicilina em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) e a disseminagcdo dessas
enzimas em novos microrganismos (por exemplo, Haemophylus influenzae e
Neisseria gonorrhoeae). As cefalosporinas de terceira geragao (amplo espectro) nao
apenas eram efetivas contra a maioria dos microrganismos produtores de [-
lactamases, como também apresentavam menos efeitos nefrotdoxicos do que os
aminoglicosideos e polimixinas (PATERSON, 2005). Contudo, a cada nova classe
que era usada para tratar pacientes, novas B-lactamases emergiam apresentando

resisténcia a essa classe de antibidtico. Presumivelmente, a pressao seletiva do uso
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excessivo dos novos antibidticos tenha selecionado novas variantes de J-
lactamases (BRADFORD, 2001; BUSH, 1989).

O primeiro relato de B-lactamases capazes de hidrolisar as cefalosporinas de
amplo espectro foi publicado em 1983. O gene codificador dessas [(-lactamases
apresentou uma mutagdo de um unico nucleotideo em comparagdo com o gene
codificador da enzima SHV-1 (KNOTHE, 1983). Devido ao aumento no seu espectro
de atividade, especialmente contra cefalosporinas de terceira geracdo, essas
enzimas foram chamadas de [-lactamases de espectro estendido (ESBLs)
(BRADFORD, 2001). A primeira dessas enzimas capaz de hidrolisar os novos (3-
lactamicos, a SHV-2, foi encontrada em uma uUnica amostra de Klebsiella ozaenae
isolada na Alemanha em 1985 (KLIEBE, 1985).

Essas novas [(-lactamases bacterianas presentes em bacilos entéricos
comuns demonstraram propriedades hidroliticas uUnicas. Mutagcbes pontuais nos
genes blasyy e blatfem que resultaram em simples troca de aminoacidos
(Gli238—Ser, Glu240—Lis, Arg164—Ser, Arg164—His, Asp179—Asn e
Glu(Asp)104—Lis) formaram as bases deste notavel fenotipo de resisténcia
(JACOBY, 1991a; PHILIPPON, 1989).

2.1.2 — Definicdo de ESBL

Ndo ha um consenso na definicdo precisa de ESBL. Uma definicdo comum
utilizada é que as ESBLs sado B-lactamases capazes de conferir resisténcia
bacteriana as penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geragao e
ao aztreonam (mas nao as cefamicinas e carbapenens) através da hidrélise desses
antibidéticos e que sao inibidas por inibidores de [(-lactamases, como o acido
clavulanico (PATERSON, 2005).
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2.1.3 — Classificacao das ESBLs

As ESBLs estdo inseridas em dois principais esquemas de classificacdo das
B-lactamases: a classificagdo molecular de AMBLER (1991) e a classificagao
funcional de Bush-Jacoby-Medeiros (BUSH, 1995). O esquema de Ambler divide as
B-lactamases em quatro classes maiores (A a D). A base desse esquema de
classificagao reside sobre a homologia protéica (similaridade de aminoacidos) e néo
nas caracteristicas fenotipicas. A classificagdo de Bush-Jacoby-Medeiros usa as
propriedades funcionais da enzima mais a estrutura molecular e a seqiéncia de
nucleotideos dos genes para classificar as [-lactamases em grupos funcionais
(BRADFORD, 2001; BUSH, 1995). Esta classificacéo é de maior relevancia imediata
aos médicos e microbiologistas porque considera os inibidores de 3-lactamases e os
substratos B-lactamicos clinicamente relevantes (PATERSON, 2005) (Tabela 1).

A maioria das ESBLs contém uma serina no sitio ativo e por isso pertence a
classe molecular A de Ambler (AMBLER, 1980 apud BRADFORD, 2001). As [3-
lactamases desta classe incluem as enzimas TEM-1, SHV-1 e a penicilinase
encontrada em S. aureus. Este esquema molecular de classificacdo ainda é usado
para caracterizar B-lactamases, contudo, n&o diferencia suficientemente os muitos
tipos de enzimas da classe A (BRADFORD, 2001).

Na classificacédo de Bush-Jacoby-Medeiros, as ESBLs estédo classificadas no
grupo 2be. A designacdo 2be indica que estas enzimas sado derivadas das [-
lactamases do grupo 2b (TEM-1, TEM-2 e SHV-1); o “e” de 2be indica que estas
enzimas tém um espectro estendido (BUSH, 1995).

TEM-1 é a B-lactamase mediada por plasmideo mais comum dos bacilos
Gram-negativos entéricos resistentes a ampicilina (por exemplo, Escherichia coli),
enquanto SHV-1 é produzida pela vasta maioria de Klebsiella pneumoniae
(LIVERMORE, 1995). As ESBLs derivadas das B-lactamases TEM-1, TEM-2 e SHV-
1 diferem de suas progenitoras por no minimo um aminoacido. Isto resulta em uma
profunda mudanca na atividade enzimatica, tanto que elas passam a hidrolisar, a
partir disso, as cefalosporinas de terceira geragcdo e o aztreonam (PATERSON,
2005).



Tabela 1 — Classificagao das B-lactamases
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Grupo de

Bush- Classe Substratos Inlblggo pelo Principais
molecular de . acido
Jacoby- preferenciais a representantes
) Ambler clavulanico
Medeiros
. Enzimas AmpC
1 C Cefalosporinas - de BGN*
2a A Penicilinas + Pemcﬂ,nases de
estafilococos
Penicilinas e TEM-1, TEM-2 e
2b A cefalosporinas * SHV-1
Penicilinas, TEM-3 a TEM-
cefalosporinas 160, SHV-2 a
2be (ESBLSs) A de espectro + SHV-101 e
estendido e Klebsiella
monobactamicos oxytoca K1
2br A Penicilinas +- TEM resistentes
aos inibidores
Penicilinas e Hidrolisam
2c A e + o
carbenicilina carbenicilina
Penicilinas e OXA-1 a OXA-
2d D cloxacilina *- 11, PSE-2
Cefalosporinases
2e A Cefalosporinas + inibidas pelo
acido clavulanico
Penicilinas, Carbapenemases
2f A cefalosporinas e + inibidas pelo
carbapenems acido clavulanico
Maioria dos [3- Carbapenemases
lactamicos dependentes de
3 B : . - .
(incluindo zinco (metalo-B-
carbapenens) lactamases)
NZo Penicilinase de
4 . Penicilinas - Burlholderia
determinada .
cepacia

Fonte: adaptado de PEREZ (2007) e BUSH (1995).

* BGN: bacilos Gram-negativos.

Ainda na classificagao de Bush, em comum com as ESBLs existem outros

grupos de B-lactamases (2d, 2e e 2f) que hidrolisam cefalosporinas e sao inibidas

pelo acido clavulanico. O grupo 2e carece de boa atividade hidrolitica contra

penicilinas e o grupo 2f é fracamente inibido pelo acido clavulanico. Entretanto, tem

sido observada uma extensao do espectro das B-lactamases do grupo 2d (tipo OXA)
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em diregcao as cefalosporinas de espectro estendido e muitos autores referem-se a
algumas dessas enzimas como ESBLs (MEDEIROS, 1997).

2.1.4 — Susceptibilidade e caracteristicas bioquimicas

As substituicdes na sequéncia de aminoacidos das ESBLs alteram as
configuragbes e propriedades do seu sitio ativo e, consequentemente, o perfil dos
substratos em que a enzima atuara. As substituigdes mais importantes sdo as
mutacdes que conferem amplo espectro a estas enzimas, produzindo espaco
suficiente no seu sitio ativo para a interagdo com os antibidticos B-lactamicos de
amplo espectro portadores de grandes cadeias oxi-amino. Como resultado, esta
modificagdo faz com que estas enzimas sejam capazes de hidrolisar antibiéticos
como: ceftazidima, cefotaxima, cefuroxima e aztreonam (KNOX, 1995). Entretanto, a
expansao do sitio ativo, que permite a atividade aumentada contra cefalosporinas de
espectro-estendido, pode também resultar no aumento da susceptibilidade das
ESBLs aos inibidores de p-lactamases (JACOBY, 1991a).

As ESBLs nao sao ativas contra cefamicinas e a maioria das amostras que
expressam ESBLs sdo susceptiveis a cefoxitina e cefotetan. Contudo, amostras
produtoras de ESBLs podem se tornar resistentes as cefamicinas devido a perda de
uma porina na membrana externa (MARTINEZ-MARTINEZ, 1996).

2.1.5 — Plasmidios

Os plasmidios responsaveis pela transferéncia e producdo de ESBLs tendem
a ser longos (80 kb ou mais) e carregam resisténcia a varios agentes, uma
importante limitacdo no delineamento de alternativas de tratamento (JACOBY,
1991b). Estes plasmideos de multirresisténcia sdo prontamente transmissiveis e
podem carregar resisténcia aos aminoglicosideos como amicacina, gentamicna e
tobramicina (PHILIPPON, 1989) além de sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclinas

(JACOBY, 1991a). Esta usual transmissibilidade dos plasmideos permite que a
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resisténcia se dissemine rapidamente a outros patdgenos, tanto que enzimas de
espectro estendido tém sido encontradas (além de E. coli e Klebsiella spp.) em
Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Salmonella spp. e Serratia
marcescens (JACOBY, 1991b).

2.1.6 — Tipos de ESBLs

A maioria das ESBLs ¢é derivada das B-lactamases TEM e SHV (BUSH, 1995;
JACOBY, 1991a). Entre as ESBLs ndo-TEM e nao-SHV, as B-lactamases do tipo
CTX-M séo as mais prevalentes (PEREZ, 2007).

2.1.6.1 — ESBLs tipo TEM

As ESBLs do tipo TEM sao derivadas das enzimas TEM-1 e TEM-2. TEM-1 foi
pela primeira vez relatada em 1965 em uma amostra de Escherichia coli de um
paciente grego chamado Temoniera (DATTA, 1965 apud BRADFORD, 2005).

TEM-1 é a B-lactamase mais comumente encontrada em bactérias Gram-
negativas. Mais de 90% da resisténcia a ampicilina em E. coli é devida a produgao
de TEM-1 (LIVERMORE, 1995). TEM-1 hidrolisa ampicilina num indice maior que
carbenicilina, oxacilina ou cefalotina, mas tem atividade insignificante contra
cefalosporinas de espectro estendido. TEM-2 tem o mesmo perfil hidrolitico que
TEM-1; ambas s&o inibidas pelo acido clavulanico. TEM-13 também tem um perfil
hidrolitico similar a TEM-1 e TEM-2, portanto estas trés enzimas nao sao
consideradas ESBLs (JACOBY, 1991a).

Existem algumas discordancias a respeito de quando e qual foi a primeira
ESBL do tipo TEM relatada na década de 80. O importante é que ela provavelmente
surgiu a partir de mutagdes em TEM-1 em resposta a pressao seletiva induzida por
cefalosporinas de espectro estendido. A partir dai, mais de 100 B-lactamases do tipo
TEM tém sido descritas, a maioria delas sdo ESBLs (PATERSON, 2005).
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Como ilustra a Figura 1, as substituicdes de aminoacidos em TEM-1 ocorrem
em um numero limitado de posigcbes. As combinagbes dessas mudangas de
aminoacidos resultam em varias alteragdes sutis nos fenétipos das ESBLs como, por
exemplo, a habilidade de hidrolisar cefalosporinas como ceftazidima e cefotaxima
(BRADFORD, 2001). O numero da posi¢ao e o aminoacido substituido sdo muito
importantes na producdo do fendtipo de ESBLs. Neste sentido, a substituicdo de
glutamato por lisina na posi¢cdo 104, arginina por serina ou histidina na posi¢céo 164,
glicina por serina na posi¢céo 238 e glutamato por lisina na posi¢gao 240 sao as mais
importantes (PERILLI, 1997).

Lys
TEM-5
TEM-10
TEM-24
TEM-27
TEM-28
TEM-42 Met
TEM<46  TEM4
Phe TEM-47 TEM-9
TEM-4 TEM48  TEM-13
TEM-9 Thr The JTEM-49  TEM-25
oy L TEM61  TEM-27
TEM-25 TEM-20 TEM-5 "
TEM-48 TEM-43 TEM24 TEM-68 TEM-42
TEM-49 Asp Arg TEM-52 TEM-72 TEM-47
) TEM-48
Temes  Tews L pid TEM-21 TEMes e, | Ser  TEM
i l TE'TS TE“ISG l l TEM-50  TEM-68**
TEM-1 Leu Gin AlaLeu Gly Glu His Arg Met Gly Ala Gly Glu Arg Thr Ser
21 39 42 51 92 104 153 164 182 218 237 238 240 244 265 268
! e L ot
e, P Vs TEM-5 Sl ser _Leu
. Fro TEM-3 Ser n oy
Tems TEM-60 TEM-4 TEM-7 TEM-55 g5 TEM-54 TEMYO
: TEM-6 TEM-8 TEM-4
TEM-7 TEMS o
TEM-8 TEM-9
Tems TEM-9 TEM-10 TEM-14 TEM-58
et TEM-14 TEM-12 TEM-15
TEM-16 TEM-15 TEM-22 TEM-18
TEM-18 TEM-16 TEM-25 TEM-19
TEM-21 TEM-17 TEM-26 TEM-20
TEM22 TEM-18 TEM-46 TEM-21
TEM-42 TEM-21 TEM-53 TEM-22
TEM-46 TEM-22 TEM-60 TEM-25
TEM-56 TEM-24 TEM-63 TEM-42
TEM-60 TEM-26 ) En.u?
TEM-61 TEM-43 His M-48
TEM-66 TEM-46 TEM-6 TEM-49
TEM-72 TEM-50** TEM-11 TEM-52
) TEM-52 TEM-16 TEM-66
TEM-56 TEM-27 TEM-68**
TEM-60 TEM-28 TEM-72
TEM-63 TEM-29
TEM-66 TEM-43
TEM-61

Os aminoécidos listados na barra cinza central sdo aqueles encontrados no gene estrutural da B-
lactamase TEM-1 (SUTCLIFFE, 1978). As variantes do tipo TEM podem conter mais de uma
substituicdo de aminoacidos. * TEM-2 ndo € uma ESBL, mas ¢ incluida na figura como uma variante
de TEM-1. ** TEM-50 e TEM-68 contém substituicbes de aminoacidos que sdo comuns as ESBLs e
as B-lactamases resistentes aos inibidores (IRT).

Figura 1 — Substituicao de aminoacidos nas ESBLs derivadas de TEM. Fonte:
BRADFORD, 2001.
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Vérias enzimas derivadas de TEM com afinidade reduzida aos inibidores de
B-lactamases também tém sido encontradas. Com muito poucas excecgoes, estas
enzimas, que sao menos susceptiveis aos efeitos dos inibidores de B-lactamases,
tém atividade hidrolitica insignificante contra as cefalosporinas de espectro
estendido e ndo séo consideradas ESBLs. Estas enzimas foram revisadas em 1999
e sao chamadas [(-lactamases resistentes aos inibidores ou IRT (inhibitor-resistant
TEM B-lactamases) (CHAIBI, 1999).

Embora as [-lactamases do tipo TEM sejam mais frequentemente
encontradas em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, elas também séao
encontradas em outras espécies de bacilos Gram-negativos. ESBLs do tipo TEM
tém sido relatadas em espécies da familia Enterobacteriaceae como Morganella
morganii, Serratia marcescens, Enterobacter spp., Proteus spp. e Salmonella spp.
(LUZZARO, 2006; TASLI, 2005; PERILLI, 2002; SPANU, 2002).

2.1.6.2 — ESBLs tipo SHV

A B-lactamase SHV-1 & mais comumente encontrada em K. pneumoniae e é
responsavel por mais de 20% da resisténcia a ampicilina mediada por plasmidios
nesta espécie (TZOUVELEKIS, 1999a). Em muitas amostras de K. pneumoniae,
blasnv-1 ou outro gene relacionado encontra-se integrado ao cromossomo bacteriano
(LIVERMORE, 1995). Embora tenha sido hipotetizado que o gene codificador para
SHV-1 possa existir como parte de um elemento transferivel, isto nunca foi provado
(JACOBY, 1991a).

Diferentemente das B-lactamases do tipo TEM, existem relativamente poucas
enzimas derivadas de SHV-1. Além disso, as mudancas que vem sendo observadas
em blasyy para dar origem as variantes SHV ocorrem também em menos posi¢des
diferentes. A maioria das variantes de SHV que possuem um fendtipo de ESBL é
caracterizada pela substituicdo de uma serina por uma glicina na posi¢gao 238.
Algumas variantes relacionadas a SHV-5 também tém uma substituicdo de lisina por
glutamato na posigdo 240. E interessante notar que estas duas substituicdes
(Gli238Ser e Glu240Lis) sao as mesmas, porém no sentido inverso, daquelas vistas

nas ESBLs do tipo TEM. O residuo de serina na posicado 238 é critico para a
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eficiente hidrélise de ceftazidima e o residuo de lisina é critico para a hidrdlise
eficiente de cefotaxima (HULETSKY, 1993). As B-lactamases do tipo TEM e SHV
compartilham 68% dos seus aminoacidos em comum (PHILIPPON, 1989) (Figura 2).

Ser
SHV-2
SHV-2a
SHV-3
SHV-4
SHV-5
SHV-7
SHV-10
SHV-12
SHV-20
SHV-21
SHV-22

SHV-7
Ser Phe Ala
SHV-14 SHV-7 val SHV-A9 SHV-13
SHv-18 SHI_M SH\fs SHV-20 - SH\I18
SHV-1 lle Leu ArgLeu Leu Met Ser 158 Leu Asp Ala Arg Gly Glu
8 35 43 51 122 129130 Asn 173 179 187 205 238 240
Gln Pro Phe Gly Lvs Ala Leu L
SHV.2a  TEM-60 SHV-21 SHv-10  SHV-22 SHV-6 gHVﬁ SHVS
- HV-4
SHV-11 .
SHV-12 Asn gﬁﬁ?
SHV-13 SHv-8 SHV-10
SHV-25 SHV-12
Gly SHv-18

SHV-24 SHV-22

Os aminoacidos listados na barra cinza sdo aqueles encontrados no gene estrutural da B-lactamase
SHV-1 (BRADFORD, 1999). As variantes do tipo SHV podem conter mais de uma substituicdo de
aminoacidos. *SHV-11 nao € uma ESBL, mas ¢ incluida na figura como uma variante de SHV-1.

Figura 2 — Substituicdo de aminoacidos nas ESBLs derivadas de SHV. Fonte:
BRADFORD, 2001.

A primeira ESBL encontrada na Alemanha em Klebsiella ozaenae no ano de
1983 era diferente de SHV-1 pela substituicdo de apenas um aminoacido: glicina por
serina na posi¢ao 238. Esta unica mutacdo € responsavel pelas propriedades de
espectro estendido desta [(-lactamase (hidrolisar eficientemente cefotaxima e em
menor grau, ceftazidima), designada entdo de SHV-2 (KNOTHE, 1983). Apos 15
anos da descoberta dessa enzima, um estudo demonstrou a prevaléncia de
microrganismos armazenando SHV-2 em todos os continentes, sugerindo que a
presséo seletiva exercida pelas cefalosporinas de terceira geragdo em sua primeira

década de uso foram as principais responsaveis (PATERSON, 2005).
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A maioria das enzimas derivadas de SHV-1 possui o fenétipo de ESBLs. As
ESBLs do tipo SHV sao encontradas principalmente em amostras de K.
pneumoniae, contudo, estas enzimas também tém sido encontradas em uma grande
variedade de espécies da familia Enterobacteriaceae (LUZZARO, 2006; TASLI,
2005; PERILLI, 2002; SPANU, 2002).

2.1.6.3 — ESBLs tipo CTX-M

No final do século XX, surgiu uma nova familia de ESBLs mediadas por
plasmidios chamada CTX-M. Inicialmente, ela foi principalmente encontrada em
amostras de Salmonella enterica serovar Typhimurium e Escherichia coli
(BRADFORD, 1997; BONNET, 2000). Posteriormente esta enzima também foi
descrita em outras espécies da familia Enterobacteriaceae, mas sua grande
prevaléncia tem se confirmado mesmo em amostras de E. coli (LIVERMORE, 2007;
PITOUT, 2007; MUGNAIOLI, 2006; BONNET, 2004; PAGANI, 2003). O nome CTX
se refere a potente atividade hidrolitica dessas B-lactamases contra cefotaxima
(POIREL, 2002).

A familia CTX-M é formada por cerca de 60 enzimas, que sao divididas em
cinco grupos, de acordo com a similaridade das sequéncias de aminoacidos: grupo
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25 (BONNET, 2004).

As [(-lactamases do tipo CTX-M parecem estar intimamente relacionadas as
B-lactamases de Kluyvera spp. (HUMENIUK, 2002; POIREL, 2002; OLIVER, 2001).
O gene de B-lactamase cromossomal de Kluyvera georgiana codifica uma ESBL
chamada KLUG-1, que compartilha 99% de sua sequéncia de aminoacidos com a
ESBL CTX-M-8 (POIREL, 2002). Existe também uma grande similaridade entre a
enzima cromossomal AmpC de Kluyvera ascorbata (designada Klu-1 e Klu-2) e as
enzimas do tipo CTX-M, sugerindo que estas ultimas provavelmente se originaram a
partir destas espécies (HUMENIUK, 2002). Em contrapartida, as enzimas CTX-M
nao sao molecularmente muito relacionadas com as [B-lactamases TEM ou SHV,
com as quais demonstram apenas 40% de homologia (PATERSON, 2005).

Com relacdo as posigdes dos aminoacidos importantes para a atividade

hidrolitica, o residuo de serina na posicao 237, que esta presente em todas as
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enzimas CTX-M, desempenha importante papel na atividade de espectro estendido
das B-lactamases do tipo CTX-M (TZOUVELEKIS, 2000).

A relacao entre o consumo de antibidticos e a ocorréncia de B-lactamases do
tipo CTX-M ainda ndo foi estudada. Entretanto, a prevaléncia destas enzimas em
agentes de diarréia adquirida na comunidade levanta especulag¢des de que algumas
cefalosporinas disponiveis fora do ambiente hospitalar como ceftriaxona possam ser
importantes (GNIADKOWSKI, 1998).

Desde seu surgimento, o numero de ESBLs do tipo CTX-M se expandiu
rapidamente. Neste inicio de século XXI, estas enzimas ja foram encontradas em
diversos paises, sendo consideradas, em alguns estudos, provenientes de areas
onde surtos tém ocorrido, como as ESBLs mais frequentemente encontradas
atualmente (GALAS, 2008; LIVERMORE, 2007; PITOUT, 2007; MUGNAIOLI, 2006;
PAGANI, 2003; WANG, 2003; COQUE, 2002; RADICE, 2002; KARIUKI, 2001).

2.1.7 — Atividade hidrolitica

As B-lactamases s&o enzimas responsaveis por muitas falhas na terapia
antimicrobiana devido a hidrélise dos antibiéticos B-lactdmicos tornando-os agentes
inertes e nao-efetivos (BUSH, 1989).

Estudos cinéticos tém demonstrado que as [-lactamases do tipo CTX-M
hidrolisam cefalotina ou cefaloridina melhor do que benzilpenicilina e
preferencialmente, hidrolisam cefotaxima com relacdo a ceftazidima. Além disso,
outra caracteristica dessas enzimas é que elas sao mais eficientemente inibidas por

tazobactam do que por sulbactam ou acido clavulanico (TZOUVELEKIS, 2000).
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2.1.8 — Epidemiologia
2.1.8.1 — Distribuicdo mundial

Descritas pela primeira vez na Alemanha (1983) e na Franga (1985) em
espécies de Klebsiella as ESBLs existem em todos os continentes do mundo na

maioria dos géneros de enterobactérias (PEREZ, 2007).

2.1.8.1.1 — Europa

Microrganismos produtores de ESBLs foram detectados pela primeira vez na
Europa, provavelmente porque foi la onde clinicamente os antibiéticos p-lactamicos
de espectro estendido foram pela primeira vez utilizados (BRADFORD, 2001).
Todavia, embora o primeiro relato tenha sido na Alemanha (KNOTHE, 1983), a
grande maioria dos surtos e relatos na primeira década da descoberta das ESBLs
originaram-se da Francga (PHILIPPON, 1989).

Na Europa, a prevaléncia de isolados produtores de ESBLs varia bastante de
pais para pais. Entre os paises, a variabilidade de hospital para hospital também
precisa ser destacada (BABINI, 2000a; BRADFORD, 2001). Em 1999, uma pesquisa
com 448 isolados clinicos produtores de ESBLs provenientes de 10 diferentes
hospitais italianos encontrou principalmente ESBLs dos tipos TEM e SHV (PERILLI,
2002). Uma pesquisa similar foi realizada pelo mesmo grupo em 2003 e constatou-
se que a prevaléncia geral de ESBLs aumentou de 6,3 para 7,4%. Neste segundo
estudo, as ESBLs TEM e SHV continuaram como mais prevalentes, entretanto, a
emergéncia das ESBLs do tipo CTX-M comegava a aparecer (LUZZARO, 2006).
Outro grande estudo em mais de 100 unidades de tratamento intensivo de cinco
paises europeus encontrou que a prevaléncia de ESBLs em Klebsiella spp. variou
de 3% na Suécia até 34% em Portugal (HANBERGER, 1999). Na Franga, um estudo
com enterobactérias de 88 hospitais encontrou que 1,7% de 10.872 isolados
armazenavam ESBLs (GALAS, 2008).

Uma perspectiva contemporanea na epidemiologia das ESBLs revela a

grande disseminacdo das ESBLs do tipo CTX-M atualmente na Europa
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(LIVERMORE, 2007; BONNET, 2004). Amostras expressando ESBLs do tipo CTX-M
tém sido isoladas em muitas partes do mundo, mas tém mais frequentemente sido
associadas com surtos locais na Europa oriental (GNIADKOWSKI, 1998). Alguns
relatos dessas enzimas tém ocorrido em amostras de pacientes da Europa ocidental,
mas a maioria composta de imigrantes provenientes das éareas de surtos
(TZOUVELEKIS, 2000). Contudo, SABATE e cols. (2000) relataram que 23 amostras
de E. coli e Salmonella spp. isoladas na Espanha expressaram a ESBL CTX-M-9,
sugerindo que deve haver um foco endémico desta enzima também na Europa

ocidental.

2.1.8.1.2 — América do Norte

De maneira geral, os indices de prevaléncia de ESBLs nos Estados Unidos e
Canada sao inferiores em comparagao com outros paises. Resultados de um estudo
multicéntrico entre 1997 e 1999 revelaram maiores indices fenotipicos de producéao
de ESBLs em amostras da América Latina (45%), seguidos pelos indices da regiao
do Pacifico Oeste (Asia e Australia) (25%), Europa (23%), Estados Unidos (8%) e
Canada (5%) (WINOKUR, 2001). MOLAND e cols. (2002) demonstraram que
isolados produtores de ESBLs foram encontrados em apenas 75% de 24 hospitais
nos Estados Unidos.

No Canada, em um estudo com 34.479 amostras de E. coli e K. pneumoniae
provenientes de 12 hospitais de diferentes regides foram confirmadas 116 amostras
(0,34%) como produtoras de ESBLs das familias TEM e SHV (MULVEY, 2004).
Embora as ESBLs do tipo CTX-M nao tenham sido pesquisadas neste estudo,
PITOUT e cols. (2004) encontraram grande prevaléncia destas enzimas (68%) entre

isolados clinicos produtores de ESBLs coletados entre 2000 e 2002 em Calgary.
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2.1.8.1.3 — América Latina

Em contraste com a América do Norte, a prevaléncia de microrganismos
produtores de ESBLs (principalmente K. pneumoniae) é alta na América Latina.
WINOKUR e cols. (2001) demonstraram a alta prevaléncia de ESBLs (45%) em
isolados de hemoculturas de E. coli e K. pneumoniae provenientes de 10 centros da
Argentina, Brasil, Chile, Coldmbia, México e Uruguai. A Argentina foi um dos
primeiros paises onde se isolaram microrganismos produtores de ESBLs do tipo
CTX-M (RADICE, 2002) e possui a enzima CTX-M-2 como a ESBL mais
frequentemente isolada do pais (TRUPPIA, 2005).

No Brasil, a prevaléncia de ESBLs foi pesquisada em hospitais de Porto
Alegre (FREITAS, 2003), Sao Paulo (DROPA, 2009), Curitiba (NOGUEIRA, 2006) e
Goiania (SANTOS, 2008). Também algumas enzimas do tipo CTX-M (CTX-M-8, -9 e
-16) foram descritas pela primeira vez no Rio de Janeiro (BONNET, 2000; BONNET,
2001).

2.1.8.1.4 — Asia, Africa e Australia

Foram descritos isolados coletados em hospitais chineses entre 1998 e 1999,
30,7% dos isolados de K. pneumoniae e 24,5% dos isolados de E. coli eram
produtores de ESBLs. No mesmo periodo, a prevaléncia de ESBLs em K.
pneumoniae em um hospital japonés foi de 25% (BELL, 2002). Em um estudo
multicéntrico, envolvendo 13 hospitais universitarios na Coréia do Sul, foram
encontrados 39,2% dos isolados de E. coli e K. pneumoniae armazenando algum
tipo de ESBL (JEONG, 2004). Também em amostras de E. coli e K. pneumoniae, a
prevaléncia de ESBLs em um Unico hospital na india durante um periodo de seis
meses em 2006 foi de 22% (AGRAWAL, 2008). Em 2009, um estudo com pacientes
hospitalizados e da comunidade na Arabia Saudita relatou a prevaléncia de 15,4%
dos microrganismos Gram-negativos como produtores de ESBLs (KHANFAR, 2009).

Apesar de n&o possuir nenhum estudo de vigilancia nacional, a Africa do Sul

€ 0 pais com o maior numero de pesquisas referentes a ESBLs do continente
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africano. Em 1998 e 1999, foi relatado que 36,1% dos isolados de K. pneumoniae
coletados em um unico hospital eram produtores de ESBLs (BELL, 2002).

Na ultima década do século XX, microrganismos produtores de ESBLs foram
detectados em todos os estados australianos e no Territério Norte. Entretanto, a
proporcdo dos isolados de K. pneumoniae produtores de ESBLs nos hospitais
australianos é de 5% (BELL, 2002).

2.1.8.2 — Epidemiologia molecular das infecgdes hospitalares

No final do século XX e inicio do século XXI, um grande numero de estudos
foi publicado utilizando métodos de tipagem molecular no estudo da epidemiologia
das infecgdes hospitalares por microrganismos produtores de ESBLs (BRADFORD,
2005; PATERSON, 1999). A maioria desses estudos correlacionou a presencga de
ESBLs em K. pneumoniae, fato que nunca foi claramente explicado. As enzimas do
tipo TEM aparecem disseminadas em outras espécies, mas interessante é a
frequente presenga de ESBLs do tipo SHV em K. pneumoniae (BRADFORD, 2005);
quase todos os isolados de K. pneumoniae néo produtores de ESBLs possuem a (3-
lactamase SHV-1 mediada por cromossomos (BABINI, 2000b). Em contraste, menos
de 10% dos isolados de E. coli resistentes a ampicilina possuem SHV-1
(LIVERMORE, 1995).

Muitos genes para ESBLs est&o localizados em plasmidios; mesmo antes do
advento das ESBLs, plasmidios multirresistentes eram mais comuns em espécies de
Klebsiella do que em E. coli. (LIVERMORE, 1995). Também € importante destacar a
evidente adaptacdo do género Klebsiella ao ambiente hospitalar. Este género de
microrganismos sobrevive mais tempo que outras enterobactérias em maos e
superficies ambientais, facilitando a infec¢cdo cruzada entre hospitais (CASEWELL,
1981).

Na grande maioria dos estudos que utilizam métodos moleculares para a
identificacdo de ESBLs pelo menos dois pacientes estdo colonizados ou infectados
com amostras similares genotipicamente. Muitos surtos tém sido descritos com a
disseminagdo de um unico clone de um microrganismo genotipicamente idéntico
(MENA, 2006; COQUE, 2002; GNIADKOWSKI, 1998).
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Contudo, em muitos hospitais a epidemiologia molecular dessas enzimas tém
se apresentado de uma maneira diferente (BABINI, 2000a). Muitos estudos tém
relatado a presenga de microrganismos armazenando mais de um tipo de ESBLs
(LUZZARO, 2006; TASLI, 2005; JEONG, 2004; MULVEY, 2004; SANGUINETTI,
2003; PERILLI, 2002; SPANU, 2002). MOLAND e cols. (2007) em 2007 alertaram
para a presenca de um isolado de K. pneumoniae produzindo pelo menos oito B-
lactamases diferentes em Nova York. Além disso, isolados genotipicamente n&o-
relacionados podem produzir a mesma ESBL devido a transferéncia de plasmidios
entre espécies diferentes (LIVERMORE, 1995).

2.1.8.3 — Fatores de risco

Os estudos tém revelado a existéncia de fatores de risco independentes entre
si, associados a producdo de ESBLs (PFALLER, 2006; TUMBARELLO, 2006,
LAUTENBACH, 2001). Além da severidade da doenca (PATERSON, 2005;
BRADFORD, 2001), o principal fator esta relacionado ao tempo de permanéncia do
paciente nos hospitais, principalmente nos centros de tratamento intensivos (CTIs).
A hospitalizagao anterior, onde houve uso de antimicrobianos, também desempenha
papel importante neste sentido (DALMARCO, 2006; TUMBARELLO, 2006).

O uso de antibioticos de amplo espectro, principalmente as cefalosporinas de
terceira geracéo, € um importante fator de risco para a aquisigdo de microrganismos
produtores de ESBLs (PFALLER, 2006). Outro fato importante é que pacientes
infectados com esses microrganismos tendem a ser aqueles onde houve um longo
atraso até o inicio do tratamento com um antibiético realmente efetivo
(LAUTENBACH, 2001).

Outros importantes fatores de riscos estdo associados a utilizacdo de
procedimentos invasivos como cateteres venosos centrais, cateteres arteriais,
urinarios, além de intubagbes pulmonares e mecanismos de ventilagdo mecanica
(PFALLER, 2006; LAUTENBACH, 2001). Além disso, inumeros outros fatores tém
sido relatados, como administragdo de nutricdo parenteral total, cirurgia recente,
hemodidlise, ulcera de decubito, mau estado nutricional (PATERSON, 2005) e

diabetes mellitus (RODRIGUEZ-BANO, 2004). Em um estudo realizado em Salvador
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(BA) por SILVA e cols. (2006) de 2000 a 2004, diabetes mellitus, uso prévio de
antibidticos e diagndstico de doenga maligna foram identificados como fatores de
risco independentes para a aquisicdo de uma infecgao por K. pneumoniae produtora
de ESBL.

2.1.9 — Deteccgao de ESBLs

O aumento da prevaléncia de enterobactérias produtoras de ESBLs criou a
necessidade dos laboratérios testarem métodos que pudessem identificar
precisamente a presenca dessas enzimas nos isolados clinicos (BRADFORD, 2001).
Os testes fenotipicos de disco-difusao e de determinacdo da Concentragao Inibitéria
Minima (CIM) sao as principais metodologias utilizadas pelos laboratérios clinicos
para a detecc¢do da resisténcia microbiana (PFALLER, 2006; SANGUINETTI, 2003).
Entretanto, a falta de sensibilidade e especificidade nos testes fenotipicos
tradicionais de susceptibilidade (disco-difusdo e CIM) em detectar ESBLs tem
incentivado a procura por um teste mais preciso para detectar a presenca dessas

enzimas em isolados clinicos (Perez, 2007).

2.1.9.1 — Triagem inicial

Para a triagem inicial de ESBLs o “Clinical and Laboratory Standards Institute”
(CLSI) recomenda os métodos de disco difusdo e diluicdo em caldo. O método de
disco difusdo para a triagem inicial da produgdo de ESBLs é valido para Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli e Proteus mirabilis (CLSI, 2009;
PEREZ, 2007).

Os laboratérios que utilizam métodos de disco difusdo para o teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos podem suspeitar da producédo de ESBLs nos
microrganismos referidos pela reducdo, abaixo dos pontos de corte, no didmetro da
zona de inibigdo de um ou mais dos seguintes discos de antimicrobianos:

cefpodoxima (10 ug), ceftazidima (30 ug), aztreonam (30 pg), cefotaxima (30 ug) e
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ceftriaxona (30 ug) (CLSI, 2009) (Tabela 2). Aztreonam e ceftriaxona ndo séao
recomendados para Proteus mirabilis. O uso de mais de um desses agentes
aumenta a sensibilidade da triagem. Se qualquer um dos diametros das zonas de
inibicao estiver reduzido abaixo dos pontos de corte estabelecidos pelo CLSI, testes
fenotipicos confirmatoérios devem ser utilizados para confirmar a presenca de ESBLs
(CLSI, 2009; CARTER, 2000).

Para os laboratérios que utilizam metodologia automatizada, o CLSI propés
métodos de diluigdo para a triagem inicial da produgdo de ESBLs em E. coli e
Klebsiella spp. (BRADFORD, 2001). Neste caso, ceftazidima, aztreonam, cefotaxima
ou ceftriaxona sao utilizados. O crescimento nas concentragdes mais altas desses
antimicrobianos (CIM = 2 pg/mL) indicam uma provavel presenca de ESBLs e a
necessidade de realizacdo de um teste fenotipico confirmatério. Cefpodoxima
também pode ser utilizada, porém, neste caso a confirmagao de ESBLs deve ser
feita apenas em casos de CIM = 8 ug/mL (CLSI, 2009).

Tabela 2 — Pontos de corte para a triagem de ESBLs

o . Halo de difusdo do ~ Concentragao Inibitéria
Agente antimicrobiano

disco (mm) Minima (CIM)
Cefpodoxima <17 > 8 ug/mL
Ceftazidima <22 2 2 yg/mL
Aztreonam <27 = 2 yg/mL
Cefotaxima <27 =2 ug/mL
Ceftriaxona <25 > 2 ug/mL

Fonte: adaptado de CLSI (2009).

2.1.9.2 — Testes fenotipicos confirmatérios para a producédo de ESBLs

2.1.9.2.1 — Método sinérgico do duplo disco ou disco aproximagao

Neste teste, o sinergismo entre cefotaxima e acido clavuléanico é detectado
colocando-se um disco de amoxicilina + clavulanato e um disco de cefotaxima a uma

distancia de 30 mm (centro a centro) em uma placa de agar Mueller-Hinton
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inoculada com o microrganismo a ser testado. Um claro aumento na zona de
inibicdo do disco de cefotaxima em dire¢cdo ao disco contendo clavulanato (“zona
fantasma”) indica a presenga de uma ESBL. Discos de ceftazidima, aztreonam e
cefpodoxima também podem ser colocados na placa, pois, muitas vezes o
sinergismo nao é observado com cefotaxima (JARLIER, 1988 apud BRADFORD,
2001). Além disso, a sensibilidade do teste pode ser aumentada reduzindo-se a
distancia entre os discos para 20 mm (THOMSON, 1992).

A avaliacdo do teste sinérgico do duplo disco através da confirmagéo
genotipica da presenca de ESBLs tem revelado uma sensibilidade que varia entre
79 e 97% e uma especificidade entre 94 e 100% (TRUPPIA, 2005; PITOUT, 2004;
SANGUINETTI, 2003; MACKENZIE, 2002; CARTER, 2000; THOMSON, 1992). A
grande vantagem do teste sinérgico do duplo disco € que ele € tecnicamente
simples. Contudo, a interpretacdo do teste pode se tornar bastante subjetiva. A
sensibilidade pode ser reduzida quando a atividade da ESBL é muito fraca, levando
a grandes zonas de inibicdo ao redor dos discos de cefalosporinas e aztreonam
(MACKENZIE, 2002).

2.1.9.2.2 — Método do disco combinado

No final do século XX, algumas empresas desenvolveram discos que
continham uma cefalosporina de espectro estendido associada ao acido clavulénico.
Estes discos combinados demonstraram ser bastante precisos na detecgcdo de
ESBLs (CARTER, 2000). Uma diferenca =2 5 mm no didmetro da zona de inibicdo do
disco de cefalosporina e seu respectivo disco combinado com acido clavulanico
confirma fenotipicamente a produgédo de ESBLs (CLSI, 2009; CARTER, 2000).

O CLSI defende o uso de discos de cefotaxima e ceftazidima com e sem
acido clavulanico para a confirmagao fenotipica da presenca de ESBLs em
Klebsiella spp. € E. coli. (CLSI, 2009). Em uma avaliacao de 139 isolados de K.
pneumoniae que foram selecionados como provaveis produtores de ESBLs pelos
critérios do CLSI, STEWARD e cols. (2001) confirmaram 84% (117 de 139) como

produtores de ESBLs pelo método do disco combinado. Dos 117 isolados, 104
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(89%) foram positivos com ambos cefotaxima e ceftazidima, 11 (9%) apenas com

ceftazidima e 2 (2%) apenas com cefotaxima.

2.1.9.3 — Teste de Susceptibilidade a cefoxitina

Inicialmente, a resisténcia a cefoxitina foi considerada como um marcador
substituto para a perda dos poros da membrana externa e presenca de enzimas do
tipo AmpC (MARTINEZ-MARTINEZ, 1999; ARDANUY, 1998; MARTINEZ-
MARTINEZ, 1996). Entretanto, mais tarde a resisténcia a cefoxitina demonstrou ser
um indicador nao-especifico da producdo de [-lactamases do tipo AmpC
(STEWARD, 2001; COUDRON, 2000). Em seu estudo, COUDRON e cols. (2000)
relataram consideravel melhora na especificidade dos testes apenas modificando o
tamanho de halo a ser considerado (< 18 cm). Apesar disso, STEWARD e cols.
(2001) associaram a resisténcia a cefoxitina a presenca de mecanismos de

resisténcia que podem prejudicar a detecgdo de ESBLs pelos métodos fenotipicos.

2.1.9.4 — Controle de Qualidade para testes fenotipicos

A recomendagao de controle de qualidade é de que seja feito teste simultédneo
com um microrganismo nao produtor de ESBL (Escherichia coli ATCC 25922) e um
microrganismo produtor de ESBL (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603) (CLSI,
2009). O microrganismo controle produtor de ESBL K. pneumoniae K6 (ATCC
700603) ja foi bem caracterizado e produz SHV-18 (RASHEED, 2000).

2.1.9.5 - Significado e importancia da detecgao fenotipica de ESBLs

Pacientes com infecgdes causadas por microrganismos produtores de ESBLs

tém um risco aumentado de falha no tratamento com antibidticos B-lactdmicos de
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amplo espectro (BRADFORD, 2001). Por isso, para todos os produtores de ESBLs
confirmados o consenso geral determina que esses microrganismos sejam relatados
como resistentes a todas as penicilinas, cefalosporinas (exceto as cefamicinas
cefoxitina e cefotetan), e o aztreonam, independente dos resultados do teste de
susceptibilidade. Particularmente, combinagdes de B-lactdmicos com inibidores de (3-
lactamases (Ex: piperacilina-tazobactam, amoxicilina-acido clavulanico e ampicilina-
sulbactam) n&o sdo afetados por essa regra e devem ser relatados conforme os
resultados obtidos (CLSI, 2009; PEREZ, 2007; PATERSON, 2005).

Enquanto algumas amostras produtoras de ESBLs possuem evidente
resisténcia aos antibidticos B-lactamicos de amplo espectro, muitos isolados podem
nao ser fenotipicamente resistentes de acordo com as recomendag¢des dos manuais.
Por isso, € importante para o laboratério de microbiologia estar atento aos isolados
que podem apresentar CIM aumentadas para as cefalosporinas mesmo que eles
possam nao ser relatados como resistentes, pois isso pode sugerir a presenca de
uma ESBL. Este fato torna mais importante ainda a implementacdo de um ou mais
métodos de deteccdo de ESBLs pelos laboratorios de microbiologia (BRADFORD,
2001).

2.1.9.6 — Problemas associados com a deteccédo de ESBLs

As falhas, tanto dos testes de determinagdo da CIM, como nos de disco
difusdo sozinhos para detectar a presengca de ESBLs em amostras de E. coli e K.
pneumoniae, ja foram documentadas. Em uma pesquisa conduzida pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), apenas 2 entre 130 laboratérios
pesquisados especificamente detectaram a presenca de ESBL em uma amostra
teste (TENOVER, 2003).

Uma das principais dificuldades consiste na diferente afinidade das diversas
variantes de ESBLs as cefalosporinas de terceira geracao. Os resultados dos testes
fenotipicos dependem dos substratos usados para a deteccdo; um determinado
microrganismo pode nao ser propriamente reconhecido como um produtor de ESBL
dependendo do substrato especifico utilizado. Neste sentido, quanto maior o niumero
de substratos utilizados, maior a chance se deteccdo de ESBLs (PFALLER, 2006).
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Outro problema importante diz respeito aos resultados falso negativos.
Embora os testes fenotipicos de triagem inicial e confirmacdo sejam usualmente
confiaveis na identificagdo de ESBLs, resultados falso negativos podem ocorrer
quando um inéculo diluido é usado no teste. Este fendbmeno foi observado quando o
efeito do inéculo foi estudado em amostras de K. pneumoniae e E. coli produtoras de
ESBLs (QUEENAN, 2004). Resultados falso negativos podem ocorrer também
quando a atividade da enzima é muito fraca (MACKENZIE, 2002).

Alguns isolados de Klebsiella pneumoniae foram caracterizados acumulando
B-lactamases do tipo AmpC e ESBLs, ao mesmo tempo (TZOUVELEKIS, 1999b). A
coexisténcia dos dois tipos de enzimas na mesma amostra também resulta em
resultados fenotipicos falso negativos para a deteccdo de ESBLs. As B-lactamases
do tipo AmpC resistem a inibicdo pelo clavulanato e obscurecem o efeito sinérgico
deste agente (TOFTELAND, 2007; PATERSON, 2005; PERILLI, 2002).

As B-lactamases do tipo AmpC, que nao sao inibidas pelo acido clavulanico,
também constituem um problema mesmo quando estas enzimas se encontram
sozinhas, sem a companhia de ESBLs. A emergéncia destas enzimas em membros
da familia Enterobacteriaceae ¢é, provavelmente, a explicacdo para muitos
microrganismos que apresentam testes de triagem positivo para ESBLs e,
posteriormente, evidenciam testes confirmatorios negativos (BELL, 2007).

Por outro lado, isolados de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli ndo
produtores de ESBLs, mas com hiperproducao de SHV-1 podem apresentar testes
fenotipicos confirmatérios falso positivos (RICE, 2000; RASHEED, 1997). RICE e
cols. (2000) caracterizaram um microrganismo onde uma mudang¢a em um unico par

de bases resultou em aumento da producédo da enzima cromossomal SHV-1.

2.1.9.7 — Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) na detecgao de ESBLs

Os testes fenotipicos confirmatérios apenas presuntivamente identificam a
presenca de uma ESBL. A tarefa de identificar qual ESBL especifica esta presente
em uma amostra € mais complicada. No inicio do século XX| a determinacdo do
ponto isoelétrico era usualmente suficiente para identificar o tipo de ESBL que

estava presente. Contudo, com o grande numero de variantes de ESBLs do tipo
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TEM muitas dessas acabam por possuir pontos isoelétricos idénticos. Uma situagao
similar € encontrada nos tipos SHV e CTX-M de ESBLs (BRADFORD, 2001).

Atualmente, o método molecular mais comumente utilizado para detectar a
presenca de uma B-lactamase e a que familia esta enzima pertence € a PCR com
utilizacado de iniciadores especificos para determinado gene de [B-lactamase. Os
iniciadores podem ser escolhidos de sequéncias disponiveis em bancos de dados
publicos como o Genbank (Genbank, National Center for Biotecnology Information,
http://www.ncbi.nml.nih.gov/Genbank/index.html). Contudo, a PCR néo discrimina
entre as diferentes variantes de cada familia de ESBLs (Ex: TEM-1, TEM-2, etc.)
(BREDFORD, 2001).

Embora a maioria dos laboratérios de microbiologia, rotineiramente, utilize
métodos fenotipicos para detectar ESBLs, a deteccdo molecular dos pontos de
mutacao no sitio ativo do gene das B-lactamases confirma a presenca de ESBLs e
permite a caracterizagao dos tipos de ESBLs, o0 que é importante no monitoramento
de sua disseminacdo (SPEERS, 2006). Contudo, deve-se ressaltar que a
discriminagdo entre as variantes de cada familia s6 é possivel através do
sequenciamento (PERILLI, 2002).

2.1.10 — Opc¢des terapéuticas

Pacientes com infecgdes devido a microrganismos produtores de ESBLs
tendem a ter resultados menos satisfatéorios do que aqueles infectados por
patdbgenos que nao produzem ESBLs (PEREZ, 2007; TUMBARELLO, 2006). Um
dos fatores determinantes no resultado dos pacientes infectados é a escolha da
terapia empirica apropriada dentro das primeiras 24 — 48 horas de apresentagao
(PEREZ, 2007).

No caso das ESBLs, os plasmideos armazenadores de genes codificadores
dessas enzimas frequentemente também carregam genes codificadores de
resisténcia aos aminoglicosideos, quinolonas e sulfametoxazol/trimetoprim. Este fato
somado a habilidade dos microrganismos produtores de ESBLs em hidrolisar muitos
antibidticos B-lactamicos faz com que as opgdes de tratamento figuem seriamente
reduzidas (PATERSON, 2005; LAUTENBACH, 2001; BABINI, 2000a).
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As combinagdes [B-lactdmico/inibidor de B-lactamase sdo usualmente ativas
contra microrganismos que possuem uma unica ESBL. Entretanto, atualmente
muitos microrganismos produzem multiplas ESBLs, o que pode reduzir a efetividade
destas associa¢des (PATERSON, 2005). Em um estudo com isolados de 35 CTls na
Europa a porcentagem de isolados produtores de ESBLs resistentes a piperacilina-
tazobactam aumentou de 31% em 1994 para 63% em 1997-1998 (BABINI, 2000a).

In vitro, os carbapenens possuem a atividade mais consistente contra
microrganismos produtores de ESBLs (MENEZES, 2007a; MENEZES, 2007b;
LIVERMORE, 2001). O ertapenem possui estabilidade frente a elevados inéculos
bacterianos (assim como o imipenem), pode ser administrado via intramuscular e
nao contribui para a selecao de Pseudomas aeruginosa e Acinetobacter baumannii
resistentes a carbapenémicos (LIVERMORE, 2001). As cefamicinas também sao
estaveis frente a agao hidrolitica das B-lactamases, mas microrganismos produtores
de ESBLs podem se tornar resistentes as cefamicinas através da perda de proteinas
da membrana externa (PATERSON, 2005).

Os carbapenens sao considerados como os antibidticos de escolha para
infeccbes graves por microrganismos produtores de ESBLs (PATERSON, 2000;
PEREZ, 2007). Entretanto, é necessario estar atento aos isolados de K. pneumoniae
resistentes aos carbapenens (PATERSON, 2005; PEREZ, 2007).
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Sele¢ao dos microrganismos

Durante o periodo de abril de 2007 a maio de 2008 foram selecionados 90
isolados clinicos consecutivos nado-duplicados de E. coli e Klebsiella spp.
provenientes de materiais biolégicos diversos (ferida operatéria, escara, urina, swab
anal, secregao traqueal, escarro, etc.) de pacientes internados no Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM). O HUSM é um hospital-escola com 336 leitos
de referéncia regional no atendimento de pacientes pelo Sistema Unico de Saude
(SUS).

Para a selecdo dos microrganismos, contou-se com a ajuda dos profissionais
do Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do HUSM. No LAC, os microrganismos
foram selecionados e identificados através do sistema automatizado autoSCAN-4
(Dade Behring Inc., West Sacramento, CA, USA) e através de métodos
microbiolégicos convencionais. Os critérios de selecdo adotados foram aqueles
recomendados pelo CLSI para triagem de microrganismos produtores de ESBLs em
E. coli e Klebsiella spp. (CLSI, 2009).

Os microrganismos selecionados foram transportados para o Laboratério de
Biotecnologia e Genética da Universidade de Santa Cruz do Sul onde foram

realizados os testes fenotipicos e moleculares.

3.2 — Armazenamento dos microrganismos

Os microrganismos foram armazenados em aliquotas em freezer a — 20°C
utilizando-se a técnica do glicerol (OPLUSTIL, 2004). No momento da utilizagao para
os testes fenotipicos e moleculares uma amostra de cada microrganismo era
descongelada a temperatura ambiente. Para a realizagdo dos testes fenotipicos,
cada microrganismo era inoculado em uma placa com agar Mueller-Hinton (Merck;
Darmstadt, Alemanha) e incubado em estufa para crescimento bacteriano a 35°C

por 24 horas. Para a extracdo de DNA, cada microrganismo era inoculado em um
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tubo de ensaio contendo 2 mL de caldo BHI (brain-heart infusion) (Merck; Darmstadt,

Alemanha) e incubado a 35°C por 48 horas.

3.3 — Testes fenotipicos

Todos os testes fenotipicos foram realizados em agar Mueller-Hinton (Merck;
Darmstadt, Alemanha) de acordo com o método de disco difusdo desenvolvido por
Kirby e Bauer padronizado pelo CLSI (CLSI, 2006).

3.3.1 — Método sinérgico do duplo disco ou disco-aproximagao

Discos para antibiograma contendo cefpodoxima (10 pg), ceftazidima (30 pg)
e cefotaxima (30 pg) (Oxoid; Basingstoke, Inglaterra) foram distribuidos a uma
distancia de 20 mm de um disco contendo amoxicilina-acido clavulanico (20/10 ug)
(Oxoid; Basingstoke, Inglaterra). A presenca de deformag&o no halo de inibicdo de
qualquer um dos discos de cefalosporinas em direcdo ao disco de amoxicilina-acido

clavulanico confirmava o teste como positivo. Este efeito (conhecido como “zona
fantasma”) caracteriza a acdo inibitéria do acido clavulanico e confirma
fenotipicamente o microrganismo como produtor de ESBL (JARLIER, 1988) (Figura

3).

3.3.2 — Método do disco combinado

Foram utilizados os mesmos discos de antimicrobianos citados anteriormente
isoladamente, e em associagdo, com acido clavulanico (Oxoid; Basingstoke,
Inglaterra). Neste teste, a producédo de ESBL foi confirmada pelo aumento (= 5 mm)

no didmetro do halo de inibicdo de qualquer um dos trés discos contendo o
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antibiético em combinagdo com o acido clavulanico quando comparado ao seu

correspondente sem a presenga deste inibidor (CLSI, 2009) (Figura 4).

A: teste negativo; B: teste positivo. CPD: cefpodoxima (10ug); CAZ: ceftazidima (30 ug); CTX:
cefotaxima (30 ug); AMC: amoxicilina-acido clavulanico (20/10ug); FOX: cefoxitina (30 ug).

Figura 3 — Método sinérgico do duplo disco

A: teste negativo; B: teste positivo. CPD: cefpodoxima (10ug); CAZ: ceftazidima (30 ug); CTX:
cefotaxima (30 pg); CD1: cefpodoxima-acido clavulanico (10/10 pg); CD2: ceftazidima-4acido
clavulanico (30/10 pg); CD3: cefotaxima-acido clavulanico (30/10 ug).

Figura 4 — Método do disco combinado
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3.3.3 — Teste de susceptibilidade a cefoxitina

Os microrganismos que evidenciaram auséncia do efeito inibitorio do acido
clavulanico nos dois métodos fenotipicos foram avaliados frente a discos de
cefoxitina (30 pg) (Oxoid; Basingstoke, Inglaterra). A determinagcdo da
susceptibilidade a cefoxitina foi realizada com o propdsito de fazer uma correlagao
entre a resisténcia a cefoxitina e a falha na detecgdo de ESBLs pelos métodos
fenotipicos utilizados. A resisténcia a cefoxitina esta associada a presencga de outros
mecanismos de resisténcia como mudangas nos poros e presenca de enzimas do
tipo AmpC (STEWARD, 2001). Halos menores ou iguais a 14 mm foram
considerados resistentes, halos entre 15 e 17 mm, intermediarios e halos maiores ou

iguais a 18 mm, sensiveis.

3.4 — Extragao de DNA

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
van Soolingen (VAN SOOLINGEN, 1991) com algumas modificacdes.

A primeira modificagdo ocorreu na etapa inicial onde a inoculagdo de cada
microrganismo em placa de agar MacConkey e incubacao a 35°C por 24 horas foi
substituida pela inoculagdo em um tubo de ensaio estéril contendo 2 mL de caldo de
enriquecimento BHI a 35°C por 48 horas (conforme descrito anteriormente).

A segunda etapa da metodologia descrita por van Soolingen também foi
substituida. Assim, transferiu-se o caldo BHI com crescimento bacteriano para um
micro tubo plastico de 1,5 mL e centrifugou-se a 13.000 rotagdes por minuto (RPM)
durante cinco minutos. A seguir, 0 sobrenadante foi desprezado e o sedimento
ressuspendido com 400 uL de tampao TE 1x (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA)
(SAMBROOK, 2001a). As modificagdes feitas nas duas primeiras etapas tiveram o
objetivo de obter um maior crescimento bacteriano e, consequentemente, maior
quantidade de DNA.

Como ultima modificagédo, juntamente com a quarta etapa da metodologia

descrita por van Soolingen foi adicionado 2 pL de RNase A (20 pg/mL) (Invitrogen;
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Carlsbad, CA, USA). O objetivo desta modificagao foi eliminar a interferéncia do RNA
(como o aparecimento de bandas de arraste na eletroforese em gel de agarose, por
exemplo) e extrair somente DNA.

Depois de terminada a extracdo de DNA, foi realizada uma rapida estimativa
da quantidade de DNA obtido através de eletroforese em gel de agarose (VAN
SOOLINGEN, 1994). Ao se constatar (visualmente) suficiente quantidade de DNA

extraido, o mesmo era armazenado em trés aliquotas a 4°C para posterior utilizagao.

3.5 — Reagao em cadeia da polimerase (PCR)
3.5.1 — Preparagéo dos iniciadores (primers)

A técnica de PCR foi realizada para confirmar a presenca dos genes
codificadores de ESBLs dos tipos TEM, SHV e CTX-M em cada amostra. Para cada
familia de ESBL foi utilizado um par de iniciadores (primers) especifico, que
amplificava uma sequéncia de pares de bases comum a todas as variantes de
ESBLs de cada familia.

Os trés pares de primers utilizados foram adquiridos da Integrated DNA
Technologies, Inc. (Coralville, USA). Os primers foram dissolvidos de sua forma
concentrada (liofilizada) com &gua estéril, conforme as recomendagbes do
fabricante. Os primers tinham as seguintes quantidades de oligonucleotideos,
respectivamente: TEM = 95,9 e 70,6 nMol; SHV = 68,7 e 89,2 nMol e CTX-M = 73,5
e 65,6 nMol. Cada primer foi dissolvido em uma quantidade de agua (em microlitros)
dez vezes maior que o numero de nanomois de oligonucleotideos presente em cada
tubo. Foram feitas diversas aliquotas de cada primer em micro tubos de 0,2 uL que
foram armazenadas em freezer a — 20°C até o momento de sua utilizagao.

O par de primers 5- ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG -3’ e 5- CTG ACA
GTT ACC AAT GCT TA -3’ (RASHEED, 1997) foi utilizado para amplificagcédo de uma
sequéncia de 1.076 pares de bases (pb) comum em todas as variantes da familia
TEM. Para a familia SVH foi utilizado o par de primers 5’- TTA GCG TTG CCA GTG
CTC -3 e 5- GGG TTATTC TTATTT GTC GC -3’ (930 pb) (RASHEED, 1997) e
para a familia CTX-M, 5- ACC GCGATATCGTTG GT-3e5-CGC TTT GCG ATG
TGC AG -3’ (550 pb) (BONNET, 2001).
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3.5.2 — Preparacgao da reacao de PCR

Os procedimentos da PCR foram realizados em capela de fluxo laminar
modelo Trox Technik (Biosystems). As reag¢des (mix) de todos os PCR foram
realizadas em micro tubos de 0,2 mL. Em cada reagao foi utilizado 1 uyL do DNA
extraido de cada microrganismo, 0,25 uL de cada primer especifico, 0,2 uL de Taq
DNA polimerase (5 U/ uL) (Ludwig Biotec), 2,5 yL de tampao MgCl, (50 mM/mL)
(Fermentas), 2,5 uL de solugdo dNTP (0,2 mM/mL) (Ludwig Biotec) e agua miliQ em

um volume total de 25 pL.

3.5.3 — Amplificacdo do DNA

ApOs preparada a reacdo os micro tubos foram acondicionados no
termociclador MJ96G (Biocycler). As condigdes de cada reagcado foram as seguintes:
para a familia TEM, 5 minutos de desnaturacao inicial a 94°C, seguidos de 30 ciclos
de desnaturagcdo (94°C por 30 segundos), anelamento (58°C por 1 minuto) e
extensdo (72°C por 1 minuto), finalizando com um periodo de extenséo final de 72°C
por 7 minutos. Para a familia SHV, 5 minutos de desnaturacdo inicial a 95°C,
seguidos de 35 ciclos de desnaturacao (95°C por 45 segundos), anelamento (59°C
por 45 segundos) e extensdo (72°C por 1 minuto), finalizando com um periodo de
extenséo final de 72°C por 7 minutos. E finalmente para a familia CTX-M, 7 minutos
de desnaturacgao inicial a 94°C, seguidos de 35 ciclos de desnaturagao (94°C por 1
minuto), anelamento (54°C por 45 segundos) e extensao (72°C por 1 min), com um

periodo de extensao final de 7 minutos a 72°C.

3.6 — Eletroforese em gel de agarose

Para visualizacdo e avaliacdo do padrdo dos amplicons de DNA o material

amplificado de cada reagdo foi submetido a eletroforese em gel agarose 1%
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(BioRad) com brometo de etidio (0,5 pg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O gel
de agarose 1% foi preparado conforme descrito por Sambrook (SAMBROOK,
2001b). Em um micro tubo de 0,2 uL, foi misturado 1 yL do DNA amplificado de cada
amostra, 4 pL de tampéo TE 1x e 6 pL de tampéao de corrida (SAMBROOK, 2001c).
Dez microlitros dessa mistura de cada amostra era colocado em cada cavidade do
gel de agarose o qual foi submetido a uma tensédo de 6 volts/cm durante uma hora
em um sistema de eletroforese horizontal. A fonte de eletroforese utilizada foi o
modelo LPS 300V (Loccus biotecnologia) e a cuba horizontal, HU13 Midi (Scie-Plas).

3.7 — Visualizagao do DNA amplificado

ApoOs a corrida eletroforética, o DNA amplificado pode ser visualizado em UV
(312 nm) com auxilio do Transiluminador Série-ECX (Vilber Lourmat) sendo foto
documentado pelo sistema DP-001.FDC (Vilber Lourmat).

Os microrganismos com genes para uma determinada familia de ESBL
evidenciaram o mesmo tamanho de DNA que a sequéncia iniciadora amplifica o que
foi confirmado pelos respectivos controles positivos e pelo marcador de tamanho
molecular DNA A clivado com Eco RI + Rind Il (PB-L Productos Bio-l6gicos).

3.8 — Microrganismos utilizados no controle de qualidade

No controle de qualidade dos testes fenotipicos e moleculares foram
utilizados os seguintes microrganismos: Escherichia coli ATCC 25922 (controle
negativo), Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (bla suv-1s8) € Escherichia coli
VA1341/03 (bla crx-m-1) (MUGNAIOLI, 2005).
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3.9 Analises estatisticas

Foi utilizado um teste de hipoteses paramétrico (Teste para a proporgao
populacional p) para se fazer uma comparagao entre os indices de detecgédo de
ESBLs pelos métodos fenotipicos e moleculares. Também foi utilizado um teste de
hipoteses nao-parameétrico (Teste qui-quadrado de independéncia) com o objetivo de
verificar a relacdo entre os indices de detecgcdo de cada familia de ESBLs e os
indices de deteccao de ESBLs pelos métodos fenotipicos (MORAES, 2008).

3.10 Aspectos éticos

O presente estudo faz parte do projeto “Prevaléncia e caracterizagdo de
microrganismos produtores de B-lactamases de espectro estendido em amostras
ambulatoriais e hospitalares” aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de
Santa Cruz do Sul (UNISC) sob protocolo niumero 2862.



46

4 - RESULTADOS

Na triagem inicial, os 90 microrganismos selecionados como provaveis
produtores de ESBL ficaram assim divididos: K. pneumoniae 71,1% (n = 64), E. coli
24,4% (n = 22) e K. oxytoca 4,4% (n = 4). Com relagéo aos testes fenotipicos para a
producdo de ESBLs nestes microrganismos, K. pneumoniae foi a espécie que mais
apresentou resultados positivos; pelo duplo disco 46 isolados (71,9%) e pelo disco
combinado 45 (70,3%). Neste sentido, K. oxytoca apresentou 2 isolados (50%) em
ambos os métodos e E. coli, 9 isolados pelo duplo disco (40,9%) e 8 pelo disco
combinado (36,4%).

Com relagao ao desempenho dos testes fenotipicos confirmatérios, em 67,8%
(61/90) das amostras selecionadas foi observado sinergismo entre o acido
clavulanico e pelo menos uma das cefalosporinas testadas pelos métodos
fenotipicos utilizados. O teste sinérgico do duplo disco confirmou 63,3% dos isolados
(n = 57) e o teste do disco combinado, 61,1% (n = 55) dos microrganismos

previamente selecionados como produtores de ESBLs (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacdo entre métodos fenotipicos para deteccdo de ESBLs

destacando-se o desempenho individual de cada substrato

Metodologia Ceftazidima Cefotaxima  Cefpodoxima Total

Duplo disco 52 (91,2%) 52 (91,2%) 36 (63,2%) 57 (100%)
Disco combinado 27 (49,1%) 45 (81,8%) 48 (87,3%) 55 (100%)

Os dois métodos 57 (93,4%) 59 (96,7%) 53 (86,9%) 61 (100%)

A Tabela 3 também evidencia diferengcas em termos de sensibilidade de
detecgao quando cada substrato € comparado com a deteccéo total do teste. Neste
sentido, ceftazidima apresentou sensibilidade de 91,2% pelo duplo disco e 49,1%

pelo disco combinado; cefpodoxima evidenciou 87,3% de sensibilidade pelo disco
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combinado e 63,2% pelo duplo disco. Ja cefotaxima demonstrou sensibilidades de
91,2% e 81,8% respectivamente, para duplo disco e disco combinado.

Quando se avaliou a susceptibilidade a cefoxitina, entre as 39 amostras
testadas (isolados que apresentaram resultados negativos em um dos testes
fenotipicos confirmatorios), 19 foram sensiveis, 16 resistentes e 4 foram
consideradas intermediarias.

Os genes codificadores de ESBLs do tipo TEM foram detectados em 82,2% (n
= 74) das amostras, os do tipo SHV em 67,8% (n = 61) e do tipo CTX-M, em 21,1%
(n = 19). Entre as espécies estudadas, K. pneumoniae foi a que evidenciou os
maiores percentuais dos genes TEM (89,1%) e SHV (79,7%) enquanto que em K.
oxytoca o gene CTX-M foi detectado em 50% das cepas. Apenas um isolado de E.

coli evidenciou genes codificadores da familia CTX-M (Tabela 4) (Figura 5).

Tabela 4 - Deteccao dos genes codificadores de ESBLs em E. coli e Klebsiella spp.

através da reacao de PCR

Microrganismo TEM SHV CTX-M TEM ou SHV Total
ou CTX-M
E. coli 14 (63,3%) 9 (40,9%) 1(4,5%) 18 (81,8%) 22 (100%)

K. pneumoniae 57 (89,1%) 51 (79,7%) 16 (25,0%) 62 (96,9%) 64 (100%)
K. oxytoca 3(75,0%) 1(25,0%) 2(50,0%) 4 (100,0%) 4 (100%)

Total 74 (82,2%) 61(67,8%) 19 (21,1%) 84 (93,3%) 90 (100%)

A tabela 4 também mostra que em 93,3% (84/90) dos microrganismos
selecionados foi constatada a presenca de genes codificadores para pelo menos
uma das trés familias de ESBLs. Neste sentido, a porcentagem entre as espécies
ficou assim distribuida: K. oxytoca 100% (4/4); K. pneumoniae 96,9% (62/64) e E.
coli 81,8% (18/22).
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49 505152 53 54 55 56 57 58 59 61 CP CNSD M bp

2324 752002 TReuT U 3132 "33 34 35 36 3138 M bp

-
-—

19 20 21 22 23 24 2526 27 28 3031 32 CPCN M pb

A: PCR com primers para ESBLs do tipo TEM; B: SHV e C: CTX-M. CP: controle positivo; CN:
controle negativo; SD: sem DNA; M: marcador de tamanho molecular de DNA (PB-L Productos Bio-
Logicos) em pares de bases (bp).

Figura 5 - Visualizagao do produto amplificado em gel de agarose
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Quanto a presenga de mais de um tipo de ESBL em uma mesma amostra, 39
isolados possuiam genes dos tipos TEM e SHV, 3 possuiam genes dos tipos TEM e
CTX-M, e em apenas 1 isolado detectou-se a combinagéao dos genes SHV e CTX-M.

Em 12 isolados foram detectados genes codificadores para os trés tipos de ESBLs.
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5 - DISCUSSAO

Na triagem inicial, os 90 microrganismos selecionados como provaveis
produtores de ESBL foram identificados como K. pneumoniae 71,1% (n = 64), E. coli
24,4% (n = 22) e K. oxytoca 4,4% (n = 4). A prevaléncia de espécies bacterianas
produtoras de ESBLs varia conforme o pais ou regido de abrangéncia do estudo,
todavia, K. pneumoniae e E. coli sdo as espécies mais frequentemente encontradas
como produtoras destas enzimas (DROPA, 2009; KHANFAR, 2009; GALAS, 2008;
LUZZARO, 2006; NOGUEIRA, 2006; SANGUINETTI, 2003; FREITAS, 2003;
PERILLI, 2002; SPANU, 2002).

Com relagado aos testes fenotipicos para a confirmacdo da producao de
ESBLs a espécie mais prevalente em nosso estudo, K. pneumoniae também foi a
que apresentou maior quantidade de resultados positivos: 46 (71,9%) isolados pelo
método do duplo disco e 45 (70,3%), pelo método do disco combinado. Apesar de E.
coli ter aparecido em segundo lugar entre as espécies selecionadas na triagem
inicial, proporcionalmente, K. oxytoca apresentou mais resultados positivos
confirmatorios da presenga de ESBLs: K. oxytoca apresentou 2 isolados (50%) em
ambos os métodos e E. coli, 9 isolados pelo duplo disco (40,9%) e 8 pelo disco
combinado (36,4%). Em um estudo similar realizado no Canada a confirmagdo de
ESBLs por métodos fenotipicos foi maior em K. pneumoniae (46,3%) seguida de E.
coli (17,4%) e K. oxytoca (6,3%) (MULVEY, 2004). Na maioria dos estudos nacionais
e internacionais, K. pneumoniae aparece como a espécie mais frequentemente
encontrada como produtora de ESBLs pelos métodos fenotipicos, seguida por E. coli
(DROPA, 2009; LUZZARO, 2006; NOGUEIRA, 2006; D’AZEVADO, 2004; FREITAS,
2003; PERILLI, 2002).

Com relagao ao desempenho dos testes fenotipicos confirmatérios, em 67,8%
(61/90) das amostras selecionadas foi observado sinergismo entre o acido
clavulanico e pelo menos uma das cefalosporinas testadas nos dois métodos
utilizados. Em estudos de outros paises a prevaléncia de ESBLs pelos métodos
fenotipicos varia entre 20 a 67% (AGRAWAL, 2008; WIEGAND, 2007; TOFTELAND,
2007; TASLI, 2005; MULVEY, 2004; JEONG, 2004; SANGUINETTI, 2003). No
Brasil, FREITAS e cols. (2003) utilizando o método do duplo disco obtiveram 26% de
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positividade avaliando amostras de Klebsiella spp. e E. coli previamente
selecionadas como provaveis produtoras de ESBLs. Também pelo método do duplo
disco, D’AZEVEDO e cols. (2004) relataram 67% de testes positivos, resultado
bastante semelhante ao encontrado em nosso estudo. Ja NOGUEIRA e cols. (2006)
confirmaram a presenca de ESBLs pelo método do disco combinado em 78% de
isolados da familia Enterobacteriaceae previamente resistentes as cefalosporinas de
terceira geracdo e ao aztreonam. A prevaléncia de confirmagédo da produgao de
ESBLs por métodos fenotipicos pode apresentar algumas variagdes dependendo do
método fenotipico utilizado. Além disso, a sensibilidade de cada método depende do
numero e do tipo de antimicrobiano utilizado como sera discutido a seguir.

Em uma comparagao entre os dois métodos fenotipicos utilizados, o teste
sinérgico do duplo disco confirmou 63,3% dos isolados (n = 57) e o teste do disco
combinado, 61,1% (n = 55) dos microrganismos previamente selecionados como
produtores de ESBLs. Embora os resultados referentes a detec¢cao de ESBLs pelos
dois métodos fenotipicos tenham apresentado resultados semelhantes (61,1 e
63,3%) em 16 amostras ocorreram resultados discordantes. Estas amostras tiveram
seus testes repetidos e confirmaram seus resultados, fato que evidenciou algumas
diferengas entre as duas metodologias. A variagao no desempenho de acordo com a
distancia entre os discos no método do duplo disco pode ter contribuido para essa
discordancia (TOFTELAND, 2007, PATERSON, 2005). Além disso, o desempenho
individual diferenciado de cada substrato faz com que um mesmo antimicrobiano as
vezes demonstre resultado diferente nos dois métodos (TOFTELAND, 2007;
PITOUT, 2004).

Na avaliagdo do desempenho individual de cada um dos trés substratos
utilizados nos testes fenotipicos houve diferengas significativas em termos de
sensibilidade. Pelo método do duplo disco, ceftazidima e cefotaxima permitiram
otimos indices de detecgdo de ESBLs e cefpodoxima apresentou rendimento
inferior. J& no método do disco combinado, ceftazidima evidenciou menor
rendimento e cefpodoxima e cefotaxima constituiram-se em melhores substratos.
Com base no método do disco combinado, alguns estudos confirmam o baixo
desempenho da ceftazidima principalmente na presenca de ESBLs do tipo CTX-M
(TOFTELAND, 2007; TRUPPIA, 2005; PITOUT, 2004). No Brasil, NOGUEIRA e cols.
(2006), comparando substratos para a deteccdo de ESBLs, relataram melhor

desempenho da cefotaxima e menor eficiéncia da cefpodoxima e ceftazidima. Com
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relagdo aos estudos que utilizaram o meétodo do duplo disco, TRUPPIA e cols.
(2005) e D’AZEVEDO e cols. (2004) relataram melhor desempenho da cefotaxima
em comparagdo com a ceftazidima. Provavelmente, o desempenho inferior da
cefpodoxima pelo método do duplo disco se deve a diferenga da distancia entre os
discos (que ainda nao esta definida e para esse substrato parece ser menor) fato
que nao ocorre com o disco combinado onde este substrato apresenta melhor
desempenho.

Na deteccdo de ESBLs por métodos fenotipicos, a utilizagdo de dois ou mais
dos substratos recomendados aumenta significativamente a sensibilidade de
detecgao (CLSI, 2009; TOFTELAND, 2007; PITOUT; 2004; SANGUINETTI, 2003;
WINOKUR, 2001; CARTER, 2000). Entretanto, a utilizagdo de um maior numero de
substratos € mais onerosa e trabalhosa, principalmente para os laboratérios que nao
utilizam metodologias automatizadas. Por isso, a escolha do substrato a ser utilizado
€ muito importante devido ao desempenho individual diferenciado de cada substrato
em cada um dos dois métodos testados.

A prevaléncia de isolados com testes confirmatorios negativos para ESBLs
apos uma triagem inicial positiva € comum em diversos estudos (AGRAWAL, 2008;
BELL, 2007; WIEGAND, 2007; NOGUEIRA, 2006; TASLI, 2005; JEONG, 2004;
FREITAS, 2003). Em nosso estudo, considerando os dois testes fenotipicos, esta
prevaléncia foi de 32,2% (29/90). Em um estudo realizado com amostras coletadas
entre 1998 e 2004 na regido da Asia e Oceania, esta condicdo (falha na
demonstragao da acao inibitéria do acido clavulanico) foi observada em 33,3% dos
isolados de E. coli e 15,2% dos isolados de K. pneumoniae (BELL, 2007). Com
relacdo a estas espécies, encontramos relagdo semelhante: 50% (11/22) de testes
confirmatorios negativos para E. coli e 25% (16/64) para K. pneumoniae.
Interessantemente, BELL e cols. (2007) pesquisaram a presengca de outros
mecanismos de resisténcia e encontraram 62% das E. coli e 75% das K.
pneumoniae armazenando enzimas do tipo AmpC. A presenga de enzimas do tipo
AmpC é a principal justificativa para microrganismos que tém testes de triagem
positivo para ESBLs e posteriormente apresentam testes confirmatérios negativos
(BELL, 2007).

Quando se avaliou a susceptibilidade a cefoxitina, entre 39 amostras
testadas, 19 foram sensiveis, 16 resistentes e 4 foram consideradas intermediarias.

Na deteccdo molecular dos genes codificadores das enzimas ESBL, a técnica de
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PCR revelou genes de pelo menos uma das trés familias de ESBLs pesquisadas em
15 dos 16 isolados resistentes a cefoxitina. Tal achado é importante porque a
resisténcia a cefoxitina foi correlacionada com a possivel presenca de outros
mecanismos de resisténcia que podem prejudicar a detecgdo de ESBLs pelos
métodos fenotipicos (STEWARD, 2001). Por outro lado, assim como relatado por
D’AZEVEDO e cols. (2004), nosso estudo também encontrou mais isolados
sensiveis do que resistentes a cefoxitina, confirmando a necessidade de melhores
resultados para que o teste de susceptibilidade a cefoxitina seja considerado util em
isolados negativos nos testes fenotipicos confirmatérios para ESBLs.

Os genes codificadores de ESBLs do tipo TEM foram detectados em 82,2% (n
= 74) das amostras, os do tipo SHV em 67,8% (n = 61) e do tipo CTX-M, em 21,1%
(n = 19). Em concordancia com outros estudos (LUZZARO, 2006; MULVEY, 2004;
SANGUINETTI, 2003; SPANU, 2002; PERILLI, 2002), a grande maioria dos nossos
isolados evidenciou genes codificadores para os tipos TEM e SHV de ESBLs. A
frequéncia dos genes dos tipos TEM, SHV e CTX-M foi bastante similar a reportada
por MULVEY e cols. (2004) em estudo semelhante realizado em amostras de E. coli
e Klebsiella spp. no Canada: respectivamente, 77, 67,5 e 28%.

Entre as espécies estudadas, K. pneumoniae foi a que evidenciou os maiores
percentuais dos genes TEM (89,1%) e SHV (79,7%) enquanto que em K. oxytoca o
gene CTX-M foi detectado em 50% das cepas. A alta prevaléncia de ESBLs do tipo
CTX-M em E. coli relatada em estudos internacionais mais recentes (GOYAL, 2009;
GALAS, 2008; FANG, 2008; TOFTELAND, 2007), nao foi constatada neste estudo:
apenas um isolado de E. coli evidenciou ESBL do tipo CTX-M. GALAS e cols. (2008)
consideraram E. coli armazenando ESBL do tipo CTX-M como a enterobactéria
produtora de ESBL mais frequentemente encontrada na Franca.

De uma maneira geral, a maior prevaléncia de K. pneumoniae armazenando
principalmente ESBLs do tipo SHV observada neste trabalho leva a conclusdo de
que o HUSM ainda esta em um estagio anterior na evolugdo mundial de ESBLs. A
explosdo de ESBLs do tipo CTX-M, principalmente em E. coli, relatada nos estudos
mais recentes (GOYAL, 2009; GALAS, 2008; FANG, 2008; TOFTELAND, 2007) nao
foi verificada nos isolados coletados no HUSM.

Quanto a presenca de mais de um tipo de ESBL em uma mesma amostra, 39
(43,3%) isolados possuiam genes dos tipos TEM e SHV, 3 (3,3%) possuiam genes

dos tipos TEM e CTX-M, e em apenas 1 (1,1%) isolado detectou-se a combinagao
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dos genes SHV e CTX-M. Em 12 (13,3%) isolados foram detectados genes
codificadores para os trés tipos de ESBLs, proporcdo similar a encontrada por
GOYAL e cols. (2009). A ocorréncia de mais de um tipo de ESBL em um mesmo
isolado é bastante comum, sendo a associagdo mais frequente a dos tipos TEM e
SHV (LUZZARO, 2006; TASLI, 2005; MULVEY, 2004; JEONG, 2004;
SANGUINETTI, 2003; PERILLI, 2002; SPANU, 2002). Em E. coli e K. pneumoniae
JEONG e cols. (2004) encontraram 25 (4,9%) isolados produzindo essa combinagéo
de ESBLs e SANGUINETTI e cols. (2003) reportaram 28 (5,5%), em espécies da
familia Enterobacteriaceae.

A correlagdo entre a confirmacédo da presenca de ESBLs pelos métodos
fenotipicos e a presenca de diferentes familias dessas enzimas determinada pela
PCR possui algumas particularidades. Alguns mecanismos tém sido descritos no
sentido de explicar alguns resultados negativos dos testes fenotipicos principalmente
em isolados de E. coli que possuem apenas genes para a familia TEM. Estes
mecanismos incluem hiperproducdo de TEM-1, modificacdo de proteinas da
membrana externa e a presenca de [B-lactamases do tipo TEM resistentes aos
inibidores (CHAIBI, 1999). Neste estudo os métodos fenotipicos constataram que
67,8% dos isolados eram produtores de ESBLSs, entretanto, pelo método molecular
(PCR) este percentual foi de 93,3%; a comparagéo entre os métodos revelou pelo
Teste para Proporgdes Populacionais p diferengas significativas (p<0,0001). Por
outro lado, empregando-se o teste do Qui-quadrado de Independéncia, demonstrou-
se que as ESBLs dos tipos TEM e SHV (detec¢cao molecular) estdo associadas aos
testes fenotipicos positivos (p<0,05). Contudo, ao analisarmos esses resultados
devemos também levar em conta a presenca das B-lactamases TEM-1, TEM-2 e
SHV-1, que nao sdo ESBLs, mas sao detectadas pelos primers utilizados neste
estudo. Além disso, a presenga de mecanismos adicionais de resisténcia, como
enzimas do tipo AmpC (TOFTELAND, 2007; PATERSON, 2005; PERILLI, 2002),
mudangas nos poros e B-lactamases do tipo TEM e SHV com reduzida afinidade aos
inibidores de [-lactamases podem mascarar a inibicdo do &acido clavulanico
resultando em resultados falsos negativos (STEWARD, 2001).

Ainda correlacionando os resultados dos testes fenotipicos e moleculares,
entre as 19 amostras CTX-M positivas, 14 apresentaram maior nivel de resisténcia
(menor halo) a cefotaxima do que a ceftazidima. Este achado confirma a proposigao

de que a elevada resisténcia a cefotaxima e a menor resisténcia a ceftazidima estao



55

associadas a presenca de ESBLs do tipo CTX-M (PITOUT, 2004; RODRIGUEZ-
BANO, 2004; BONNET, 2004).
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6 — CONCLUSOES

e Os genes codificadores para as familias TEM, SHV e CTX-M de ESBLs estao
presentes entre as espécies de Escherichia coli e Klebsiella spp. isoladas do
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM).

e A correlacdo entre a confirmacdo da presenca de ESBLs pelos métodos
fenotipicos e a presenca de genes codificadores para as familias de ESBLs
determinada pela PCR revela maior sensibilidade e menor especificidade do

método molecular e algumas limitagdes dos métodos fenotipicos.

e A presenga de resultados negativos para a confirmacado de ESBLs ap0ds teste
de triagem positivo € fator importante na detec¢cdo de ESBLs pelos métodos

do duplo disco e do disco combinado.

e A comparacdo dos resultados entre os dois métodos fenotipicos utilizados
para deteccdo de ESBLs mostra desempenho geral similar, embora com

alguns resultados divergentes decorrentes das limitagdes de cada teste.

e Na deteccdo de ESBLs pelos métodos fenotipicos, ceftazidima e cefotaxima
foram igualmente os melhores substratos pelo método do duplo disco e

cefpodoxime, pelo método do disco combinado.
e A falha na deteccdo de ESBLs pelos métodos fenotipicos esta relacionada
com a resisténcia a cefoxitina em aproximadamente metade dos isolados

clinicos deste estudo.

e No HUSM, a principal espécie produtora de ESBL entre as amostras

selecionadas ¢é Klebsiella pneumoniae.

e A principal familia de ESBL entre as amostras selecionadas é a TEM.
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