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I. A resisténcia bacteriana como um problema de

saude publica

A descoberta dos antibioticos revolucionou a historia da medicina em varios
aspetos e, desde entao, estes firmacos tém contribuido para diminuir o niumero de
mortes por infec¢oes bacterianas em todo o mundo. Esta descoberta representou um
ponto de viragem na historia da humanidade. O primeiro antibidtico, a penicilina, foi
descoberto em 1928 por Alexander Fleming, bidlogo e farmacologista escocés. Em 1940,
foi identificada uma penicilinase bacteriana capaz de inativar a penicilina. Infelizmente, a
introdugao destes agentes antimicrobianos na pratica clinica sempre foi acompanhada
pelo rapido aparecimento de estirpes bacterianas resistentes, representando atualmente
um dos maiores problemas de salde publica em todo o mundo. E uma ameaca para
todas as areas da pratica médica, desafiando o controlo de doencas infecciosas, pondo
em risco o progresso nos resultados de salde, aumentando a morbilidade e mortalidade,
e conferindo elevados custos a sociedade. Na Uniao Europeia, cerca de 25 000 pacientes
morrem a cada ano por infe¢oes causadas por bactérias multirresistentes, e estima-se

que os custos associados atingem 1,5 bilhdes de euros por ano."**

Tém sido desenvolvidas algumas agoes para combater a resisténcia antimicrobiana,
principalmente por instituicoes e programas individuais, porém, infelizmente, o impacto é
fragmentado e pouco abrangente, pois é dada pouca importancia a esta ameaga por parte
dos governos nacionais. A insuficiéncia de dados de vigilancia sobre este problema
contribui para uma ma compreensao da sua dimensao e dificulta uma resposta efetiva

para a sua resolugao.'
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2. Antibioticos p-lactamicos

Os antibidticos [-lactamicos sao, provavelmente, um dos grupos de

antibacterianos mais utilizados na terapéutica em todo o mundo.

Os antibioticos PB-lactamicos atuam na fase parietal da sintese do peptidoglicano.
Este € um componente estrutural da parede celular bacteriana, constituido por cadeias
lineares de dissacarideos, unidades repetidas de N-acetil glucosamina (NAG) e acido N-
acetilmuramico (NAM), interligadas por pontes peptidicas e catalisadas por enzimas
especificas (transpeptidases, carboxipeptidases, endopeptidases), denominadas por
proteinas de ligagdo a penicilina (PBPs - Penicilin Binding Protein) (Figura 1). Os
B-lactamicos ligam-se diretamente as PBPs da parede celular em crescimento, impedindo

o estabelecimento de pontes interpeptidicas do peptidoglicano, inativando-as.
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Figura | — Estrutura do peptidoglicano. (Adaptado de http://biosaude-

biomedicina.blogspot.pt/)
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Existem quatro familias de p-lactamicos: as penicilinas, as cefalosporinas, os
monobactamos e os carbapenemos, todos com um anel B-lactimico comum na sua

estrutura (Figura 2).

! |
|
RYN\E’/S R\H/N\ljy/s\
\ o — N —
0 / N j,;/ ﬁz R
- {
- COH COH
Penicillin nucleus Cephalosporin nucleus
H
H
| HO.
R\H/N\EV/CI-% : C/C
3 S—R
o N AN
/™ soH U
O @ @)
CO,H
Maonobactam nucleus Carbapenem nucleus

Figura 2 — Estrutura das quatro familias de antibioticos B-lactamicos, mostrando a azul o

anel B-lactamico comum a classe. (Adaptado de

http://dc385.4shared.com/doc/KaFe4kOT/preview.html)

Apesar do mecanismo de agao ser comum a todos os B-lactamicos, os antibioticos
apresentam espetros de acgao diferentes entre si, devido a varios fatores, como as
diferentes afinidades para as PBPs e a resisténcia a inativagao pelas B-lactamases. Outra
carateristica comum consiste na necessidade do anel B-lactamico se manter integro, para

que se mantenha a atividade antimicrobiana.

As penicilinas sao produzidas por um fungo do género Penicillium ou obtidas por
semi-sintese. Existem duas penicilinas naturais obtidas a partir do Penicillium chrysogenum,
a penicilina G (benzilpenicilina), e a penicilina V, (fenoximetilpenicilina) que possui

atividade bactericida inferior a penicilina G. A benzilpenicilina hidrolisa-se facilmente em
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meio acido, pelo que nao ¢ utilizada por via oral. Tem um espetro de agao pouco amplo
e, devido a crescente emergéncia de estirpes produtoras de f-lactamases, torna-se cada
vez mais estreito. A fenoximetilpenicilina apresenta uma razoavel resisténcia a inativagao
pelos acidos, pelo que pode ser administrada por via oral. Tem espetro de agao superior

a benzilpenicilina, porém é 5 a 10 vezes menos ativa.

Existem também as penicilinas resistentes a inativagao pelas [-lactamases
estafilococicas, as isoxazolilpenicilinas (sendo comercializadas em Portugal a dicloxacilina
e flucloxacilina, que apresentam as melhores carateristicas farmacocinéticas e com
elevada agao antimicrobiana) e a meticilina. As isoxazolilpenicilinas podem ser
administradas por via oral, uma vez que nao sao inativadas pelo acido cloridrico do suco
gastrico, sendo a meticilina apenas administrada por via parentérica. Sao ativas contra
estafilococos, incluindo os produtores de B-lactamases, mas sao facilmente inativadas

pelas B-lactamases dos bacilos Gram negativos.

As penicilinas de largo espetro, ao contrario das benzilpenicilinas, sao ativas contra
os bacilos Gram negativo, embora nao tenham atividade contra bactérias produtoras de
B-lactamases. Fazem parte as aminopenicilinas (ampicilina e amoxicilina) que foram as
primeiras a serem utilizadas em terapéutica com o espetro mais amplo do que as
benzilpenicilinas, as carboxipenicilinas (carbenicilina e ticarcilina) e as ureidopenicilinas
(piperacilina). Sao muitas as bactérias Gram negativo sensiveis a estas penicilinas, embora
o espetro de agao nao tenha atingido as dimensoes esperadas, pois algumas importantes
bactérias Gram negativo como Klebsiella sp, Enterobacter sp e Proteus vulgaris nunca
apresentaram elevada sensibilidade as aminopenicilinas, e as que inicialmente eram
suscetiveis, com a emergente percentagem de estirpes produtoras de B-lactamases, fez
com que essa sensibilidade diminuisse progressivamente. Apesar da amipicilina ter sido a
primeira aminopenicilina a ser introduzida na terapéutica, a amoxicilina por ter melhor
biodisponibilidade por via oral (responsavel por uma larga experiéncia clinica), pode ser
considerada o antibidtico principal do grupo das aminopenicilinas. A terapéutica com as
carboxipenicilinas tem sido abandonada uma vez que as ureidopenicilinas apresentam
maior poténcia antibidtica. A piperacilina tem um espetro de agao muito amplo, uma vez
que inclui as bactérias Gram positivo e Gram negativo nao produtoras de B-lactamases

sendo, ao contrario das aminopenicilinas, ativa contra Klebsiella sp, Enterobacter sp e
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Proteus vulgaris. E administrada por via intramuscular ou intravenosa, por ser mal

absorvida por via oral.

As cefalosporinas sao semelhantes as penicilinas a nivel estrutural e mecanismo de
acao, todavia apresentam alguma resisténcia as P-lactamases. Dividem-se em primeira,
segunda, terceira e quarta geragao, pois a atividade antibacteriana depende da capacidade
de penetragao pela membrana externa, da estabilidade a presenca de B-lactamases e da

afinidade para as enzimas-alvo, fatores que variam consoante a cefalosporina.

As cefalosporinas de primeira geracao (as primeiras disponiveis para uso
terapéutico), como a cefalotina, que apresenta alguma nefrotoxicidade, e a cefalozina,
tém fraca atividade contra as bactérias Gram negativo (Enterobactérias). A partir de
1975 foram surgindo novas cefalosporinas, de maneira a ultrapassar as resisténcias que as
bactérias iam desenvolvendo, e apareceram as cefalosporinas de segunda geracao, de que
fazem parte a cefuroxima, o cefaclor e a cefoxitina, com alguma atividade contra as
Enterobactérias e algumas bactérias produtoras de B-lactamases, uma vez que sao mais
resistentes a hidrolise pelas B-lactamases. As cefalosporinas de terceira geragao ja sao
mais ativas contra as Enterobactérias, e tém também atividade contra algumas
produtoras de [-lactamases Amp C (B-lactamase cromossomica). Fazem parte a
cefotaxima e a ceftazidima. As cefalosporinas de quarta geragao, como a cefepima e a
cefpiroma, tém atividade contra os bacilos Gram negativo produtores de -lactamases de

espetro alargado (ESBL), e também de Amp C.

A diferenca do nucleo das cefalosporinas em relagao ao das penicilinas permite
que pacientes com episodios de alergia as penicilinas possam tolerar as cefalosporinas, a

menos que nao tenham tido uma reagao alérgica grave.

Os monobactamos (aztreonamo) tém elevada atividade contra os bacilos Gram
negativo e sao muito estaveis perante as f-lactamases. Como é pouco absorvido por via
oral, normalmente é administrado por via intravenosa e por via intramuscular em
pediatria. Por ter elevada seletividade para bactérias Gram negativo, podera levar a
algumas infegoes por bactérias Gram positivo, fator a ter em conta na escolha da
terapéutica, associando-se muitas vezes ao aztreonamo outros antibidticos ativos contra

bactérias Gram positivo.
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Os carbapenemos sao ativos contra bactérias Gram negativo e positivo.

Os inibidores das B-lactamases, acido clavulanico, sulfabactam e tazobactam, sao
usados associados a penicilinas hidrolisaveis e tém conseguido escapar a agao hidrolitica
das B-lactamases plasmidicas classicas. As associagoes utilizadas sao: acido clavulanico +
amoxicilina, sulbactam + ampicilina, tazobactam + piperacilina e acido clavulanico +
ticarcilina. Esta capacidade de inibicao é devido as semelhangas da sua estrutura quimica
com as [B-lactamases, que ao permitirem a sua ligagao, protegem as penicilinas da agao
das B-lactamases (a2 excegao das B-lactamases cromossémicas induzidas, produzidas por

Enterobacter sp, Citrobacter sp e Serratia sp).**

3. Mecanismos de Resisténcia

A resisténcia aos antibioticos foi evoluindo como uma resposta natural das
bactérias a exposicao a estes farmacos, e pode ser definida pela capacidade de resistir as
concentragdes clinicas do antibidtico. E dividida em resisténcia intrinseca e adquirida. A
resisténcia intrinseca é aquela que ocorre naturalmente, e € uma carateristica de toda a
espécie. A resisténcia adquirida ocorre através de mutagoes espontaneas, que surgem
naturalmente durante o crescimento bacteriano e/ou aquisicio de DNA exogeno, por
transferéncia de genes de organismos resistentes para os sensiveis, sendo por isso a mais
preocupante devido a possibilidade de disseminagao dos genes de resisténcia a uma

populacao bacteriana.
Existem quatro mecanismos que conferem resisténcia:

> Alteragao do sitio alvo: estas alteragoes normalmente surgem de mutagoes

nos genes alvo, resultando numa alteragao estrutural do sitio alvo. Esta alteragao

mantém a funcao celular, apenas torna a bactéria inacessivel ao antibiotico.

> Alteracio da permeabilidade da membrana externa: as bactérias Gram

negativo tém a capacidade de restringir a entrada de moléculas hidrofilicas devido
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a sua membrana externa. Esta membrana, composta por uma dupla camada
assimétrica de fosfolipidos, polissacaridos e proteinas é uma excelente barreira, e
€ a primeira linha de defesa a entrada de agentes antimicrobianos. As porinas sao
proteinas que permitem a passagem de agentes hidrofilicos, tais como os
antibioticos B-lactamicos, e a perda de porinas funcionais podera levar a

resisténcias.

> Bombas de efluxo: sao proteinas de transporte transmembranares usadas

pelas bactérias, para expulsar para fora da célula substancias toxicas as mesmas,

incluindo multiplos antibidticos, podendo conferir assim multiplas resisténcias.

> Inativagao enzimatica do farmaco: produgao de proteinas que hidrolisam o

antibidtico, tornando-o inativo. A producao de B-lactamases é provavelmente o
exemplo deste mecanismo de resisténcia mais comum, e que mais contribui para a

resisténcia aos antibiéticos p-lactimicos.>**

4. p-lactamases

4.1. Origem e disseminacao

A maioria das bactérias Gram-negativo possuem naturalmente [-lactamases
mediadas pelo cromossoma. Estas enzimas, denominadas Amp C, parecem ter evoluido a

partir das proteinas de ligagao a penicilina, devido a sua homologia molecular’.

A primeira B-lactamase plasmidica (TEM-1) foi encontrada numa Escherichia coli
isolada a partir de uma cultura de sangue, por volta de 1960, na Grécia, numa doente de
nome Temoniera, dai ter sido denominada TEM. Rapidamente foi disseminada para outras
espécies bacterianas, através de plasmideos e transposoes, por todo o mundo.

Atualmente, encontra-se em diferentes espécies da familia Enterobacteriaceae,

Eloisa Pina (2005008321)
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Pseudomonas aeruginosa, Haemobphilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae. A segunda p-
lactamase mediada por plasmideos mais comum, encontrada em Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli, € a SHV-I (sulphydryl variable). E cromossomicamente codificada na maioria

dos isolados de Klebsiella pneumoniae e mediada por plasmideos em Escherichia coli®’.

Nos dltimos 30 anos desenvolveram-se varios antibioticos especificos para
ultrapassar a agao hidrolitica das B-lactamases, tal como as oximino-cefalosporinas ou
cefalosporinas de 3% geragao (cefotaxima e ceftazidima, por exemplo), que apresentavam
uma boa estabilidade contra as B-lactamases TEM-l e SHV-I. Contudo, por cada nova
classe desenvolvida, emergem novas p-lactamases pela continua exposicao e uso
prolongado, através de mutagoes e sobreprodugao das mesmas. Estas novas p-lactamases
adquiriram a capacidade de hidrolisar as penicilinas, as cefalosporinas de pequeno e largo
espetro e os monobactamos, sendo por isso designadas de B-lactamases de largo espetro
(Extended Spectrum p-Lactamases — ESBL), sendo, por definicao, inibidas pelo acido
clavulanico. A primeira ESBL foi descrita em 1983, a TEM-3, e em 1985 foi isolada de uma
Klebsiella pneumoniae outra SHV, a SHV-2 na Alemanha. Em 2005 existiam mais de 130
enzimas TEM-type e mais de 50 SHV-type descritas, sendo actualmente encontradas por
todo mundo, e isoladas principalmente em espécies da familia Enterobacteriaceae. As
principais produtoras deste tipo de enzimas sao Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli,
devido nao soé a existéncia de varios plasmideos que contém genes que codificam ESBLs,
mas também por serem as bactérias que estao mais adaptadas ao ambiente hospitalar,
sobrevivendo algum tempo, nao s6 nas maos dos portadores como também nas
superficies, facilitando assim a contaminagao cruzada dentro do hospital. Existem varios
fatores que levam a disseminacao e infecao por bactérias portadoras destas enzimas, tais
como: a permanéncia prolongada de doentes graves nos hospitais, o uso prolongado e
constante de antibioticos, principalmente cefalosporinas de terceira geragao, quinolonas e
aminoglicosideos. Contudo, a mesma ESBL presente no mesmo servigo hospitalar pode
ser mediada por diferentes plasmideos (que transportam diferentes genes que codificam
ESBLs), e diferentes ESBLs podem igualmente ser encontradas no mesmo servi¢co
hospitalar. As unidades de cuidados intensivos sao, normalmente, os principais epicentros
da produgao destas enzimas (numa perspetiva geral, mais de 40% dos isolados produtores

de ESBLs sao recolhidos de pacientes dos cuidados intensivos). Os cuidados intensivos
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neonatais podem também ser um foco de infe¢oes por bactérias multirresistentes. Outras
ESBLs tém sido reportadas, as CTX-M, existindo em 2005 mais de 40.%” Atualmente, as

CTX-M sao as ESBLs mais comummente encontradas, superando a incidéncia das SHV e

TEM."

4.2. Classificacao das ESBLs

Existem varias classificagoes de p-lactamases, quer baseadas na sua estrutura
molecular (Classificagao de Ambler), quer na sua fungao hidrolitica (Classificagao de Bush-
Jacoby-Medeiros). A classificagao mais usada tem sido a baseada na sequéncia dos
nucledtidos e aminoacidos por ser a mais simples. Na classificacao de Ambler sao
reconhecidas quatro classes (A-D), sendo as classes A, C e D serina-p-lactamases e a
classe B metalo-B-lactamases”''. As serina-B-lactamases hidrolizam o seu substrato através
da formagao de uma enzima acil através de um local ativo com um residuo de serina. As
metalo-B-lactamases utilizam pelo menos um local ativo de ides de zinco para facilitar a
hidrolise dos B-lactamicos. Os genes que codificam estas enzimas estao presentes no
cromossoma bacteriano ou em elementos genéticos moveis, como plasmideos e
transposoes, ou podem ocorrer como parte de integroes destes elementos transferiveis.
As ESBLs pertencem na sua maioria a classe A de Ambler. Apesar desta abordagem
estrutural ser a maneira mais facil e menos controversa para classificar estas enzimas,
Bush et al'' reconheceram que uma classificagio funcional permite relacionar estas
enzimas com o seu papel clinico, proporcionando assim uma resisténcia seletiva a
diferentes classes de antibioticos B-lactamicos. Embora a analise funcional e bioquimica
possa ser um pouco subjetiva comparada com a analise molecular, permite ao clinico e
aos laboratérios correlacionar as propriedades de uma dada enzima com o perfil de
resisténcia microbiologica observada para um determinado isolado clinico'”. Desta
maneira foi criada uma classificagao, a classificacao de Bush-Jacoby-Medeiros, que tem em
conta a especificidade do substrato e o perfil de inibicio da enzima, e é dividida em
quatro grupos (1-4) e alguns sub-grupos (A-F). De acordo com esta classificagao, a

maioria das ESBLs pertencem ao grupo 2Be."
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4.3. p-lactamases de largo espetro mais comuns

TEM (Classe A)

A TEM-I, referida anteriormente, confere resisténcia a ampicilina, penicilina e
cefalosporinas de primeira geracio, como a cefalotina. E responsivel por 90% de
resisténcia a ampicilina em isolados de Escherichia coli. Com as mutagoes sofridas no gene
bla;gy., a enzima evoluiu, adquirindo a capacidade de hidrolisar as cefalosporinas de largo
espetro e o aztreonam, mantendo as resisténcias inicias. A TEM-2 difere da TEM-I
através da substituicao da lisina pela glutamina na posicao 39, mas como mantém os
mesmos substratos nao é, tal como a TEM-I, considerada ESBL. Consequentemente, as
substituigoes de aminoacidos em |2 posigoes distintas juntamente com outras mutagoes
estruturais nos genes, levaram ao aparecimento de ESBLs derivadas da TEM-| e da TEM-
2. Estas enzimas tém um perfil de substrato ligeiramente diferente, no qual uma ESBL
pode hidrolisar uma cefalosporina de largo espetro, de forma mais eficiente do que outra
ESBL, embora seja necessaria uma andlise da sequéncia de aminoacidos para as
diferenciar. Sao principalmente encontradas em Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e

Proteus mirabilis, mas podem ocorrer em outros géneros de Enterobacteriaceae™'*".

SHYV (Classe A)

A primeira SHV encontrada (SHV-1) confere resisténcia as penicilinas de largo
espetro, tal como a ampicilina e piperacilina e as cefalosporinas de primeira geracio. E
uma enzima codificada pelo cromossoma ou por plasmideos, ou encontrada
universalmente em Klebsiella pneumoniae. Tal como aconteceu com a TEM-I, ocorreram
mutagoes especificas na estrutura do gene blag,,., que levou ao aumento da capacidade
hidrolitica da SHV-| para as cefalosporinas de largo espetro e monobactamos, surgindo
em 1983 a SHV-2 plasmidica isolada de trés Klebsiella pneumoniae. Em 2007, estavam

descritas mais de 50 tipos de enzimas SHV”'"".
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CTX-M (Classe A)

Em 1989, foi descoberta uma nova ESBL num isolado clinico de Escherichia coli em
Munique, que nao se assemelhava nem com as ESBL do tipo TEM, nem do tipo SHV.
Apresentava apenas 40% de homologia, e tinha atividade hidrolitica contra a cefotaxima,
dai ter sido designada de CTX-M-I. Outra carateristica deste tipo de enzimas é a melhor
inibicio pelo tazobactam do que pelo sulbactam e écido clavulanico’. Em 1992 foi
descoberta outra CTX com um ponto isoelétrico diferente, designada de CTX-M-2. Em
2008 estavam descritas mais de 80 CTX-M, e sao actualmente as mais frequentes em
todo o mundo. A origem destas enzimas difere das TEM e SHV, e acredita-se serem
originarias por mutagao de enzimas produzidas pelo género Kluyvera sp., uma bactéria
ambiental. As ESBLs do tipo CTX, sao adquiridas por transferéncia horizontal de genes de
outra bactéria mediada por plasmideos conjugativos ou transposdes'®. Em 2007 foram
reconhecidas varias CTX-M em diversos surtos focais por todo o mundo, como no Japao,
india e Reino Unido, o que indica uma larga dispersio. A CTX mais reportada por todo o
mundo é a CTX-M-15, descrita pela primeira vez na india, mas que rapidamente se

disseminou em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, incluindo Portugal.'*"®

4.4. Amp C p-lactamases

Em 1981, foi descoberta a sequéncia de um gene Amp C (B-lactamase
cromossomica) isolada de Ecsherichia coli que, embora o sitio alvo fosse uma serina, a
sequéncia era diferente da TEM-1. As Amp C pertencem a classe C da classificagao
estrutural de Ambler e pertencem ao grupo | da classificagao funcional de Bush et al.
Estas enzimas sao consideradas cefalosporinases, mas sao ativas contra as penicilinas,
assim como contra as cefalosporinas (primeira, segunda e terceira geragao), as
cefamicinas, tais como a cefoxitina, e monobactamos como o aztreonamo. O fato de
hidrolisarem com eficiéncia a cefoxitina distingue-as das ESBLs. Algumas Amp C podem
hidrolisar os carbapenemos. Os inibidores das enzimas de classe A (sulbactam,

tazobactam e acido clavulanico) tém pouco efeito nas Amp C, embora algumas possam
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ser inibidas pelo tazobactam e pelo sulbactam. Em muitas Enterobactérias, a expressao de
enzimas Amp C é reduzida, mas pode ser induzida em resposta a exposicao a um
antibidtico B-lactamico em alguns géneros bacterianos, como Enterobacter sp., Citrobacter
sp., Serratia sp. e Morganella sp. Esta indugao difere consoante o antibidtico; a
benzilpenicilina, ampicilina, amoxicilina e algumas cefalosporinas (cefazolina e cefalotina)
sao fortes indutores e bons substratos para as Amp C. A cefoxitina e o imipenem sao
também fortes indutores mas sao muito mais estaveis na hidrolise. A cefotaxima, a
ceftazidima, a piperacilina e o aztreonamo sao fracos indutores e substratos, mas podem
ser hidrolisados se houver concentragao suficiente de enzima por hiperproducao. As
Amp C encontradas em Escherichia coli nao sao induziveis, mas reguladas por mecanismos

promotores e atenuadores.

7

E frequente nas bactérias que apresentam Amp C B-lactamases cromossomicas
também produzirem outras B-lactamases como TEM-I ou ESBLs, como a SHV-5, o que

complica a detegao fenotipica da Amp C.

As Amp C plasmidicas sao conhecidas desde 1989, e tém sido encontradas em
isolados nosocomiais e nao nosocomiais por todo o mundo, mas sao menos comuns do
que as ESBLs. Em Escherichia coli sio menos responsaveis pela resisténcia a cefoxitina.
Varias destas enzimas tém sido encontradas em isolados de pacientes hospitalizados
durante muito tempo e, recentemente, em servicos de assisténcia a longo prazo e

centros de reabilitacio.’

4.5 Carbapenemases

As carbapenemases sao B-lactamases com o maior espetro de atividade. Para além
de hidrolizarem os carbapenemos, tém também atividade contra a maioria dos
antibidticos B-lactamicos, salvo alguns casos. A recente emergéncia destas B-lactamases
pode ser explicada pelo aumento do uso dos carbapenemos empiricamente para
tratamento de infegoes graves. Dependendo da sua estrutura molecular, estas enzimas

pertencem as classes A, B ou D da classificagdo de Ambler. As carbapenamases de classe
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B, as metalo-B-lactamases, sao as mais eficientes, hidrolisando todos os antibioticos p-
lactdmicos, com excegio do aztreonamo.'® Atualmente, a carbapenemase plasmidica mais
prevalente e disseminada é a KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase). Sao de dificil
detecao por parte dos laboratérios clinicos, uma vez que a maioria dos isolados apresenta
uma concentragao minima inibitéria contra o imipenem e o meropenem que
teoricamente os torna sensiveis. Estudos in vitro tém demonstrado que o ertapenem

podera ser o melhor substrato para a detegio da produgio destas enzimas'’.

5. Transmissao de genes de resisténcia

Ao longo das dltimas décadas temos assistido, nao s6 ao desenvolvimento de uma
infinidade de novos mecanismos de resisténcia, mas também a sua transmissao e
propagacao por e para toda a populagao bacteriana. Como referido anteriormente, a
resisténcia é adquirida por mutagoes em genes pré-existentes ou previamente adquiridos
e pela transferéncia horizontal de genes, ao adquirirem novos genes de outras bactérias.
Estes dois mecanismos sao os responsaveis pelo desenvolvimento da preocupante atual
situagao da resisténcia antimicrobiana, sendo o mecanismo principal de disseminagao a
aquisicao de novos genes de resisténcia. Por vezes desconhece-se a origem destes genes,
embora a maioria parega surgir de organismos presentes no ambiente, como os
produtores naturais de antibiéticos.®

Varios elementos estao presentes na transferéncia de genes, e este movimento
pode ocorrer a dois niveis diferentes: intra e intercelular. A nivel intracelular, os genes de
resisténcia podem movimentar-se no cromossoma, e/ou entre este e os plasmideos, se
inseridos em elementos genéticos moveis, como integroes e transposoes.

A nivel intercelular, o movimento dos genes de resisténcia (transferéncia
horizontal de genes) é devido a trés mecanismos: transformagao (aquisicio e
incorporagao de fragmentos de DNA estranho presentes no ambiente, originados de

bactérias lisadas), transducao (transferéncia de informagao genética de uma bactéria para
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outra através de bacteridfagos) e conjugagao (transferéncia de material genético de uma
bactéria para outra através de plasmideos conjugativos, que se mantém estaveis na

bactéria recetora e/ou se recombinam com o material genético da bactéria recetora).’

6. Detecao laboratorial de genes de resisténcia

A andlise do perfil de suscetibilidade aos antibioticos de uma dada estirpe
bacteriana pode sugerir alguns dos mecanismos de resisténcia expressados. Apos
conhecer o fendtipo de suscetibilidade de uma estirpe, os métodos moleculares
permitem a confirmacao e identificagao de alguns dos mecanismos previamente inferidos.

A reagao da polimerizagao em cadeia assume aqui um papel primordial.

6.1. Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR)

Criada em 1984 por Kary Mullis, a PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reagao da
Polimerase em Cadeia) € um método engenhoso e sensivel que consiste em amplificar, in
vitro, fragmentos especificos de DNA. Na realidade, o PCR permite obter, em apenas
algumas horas, um elevado niumero de copias de um fragmento especifico de DNA a

partir de uma quantidade minima de amostra.

Além do fragmento de DNA que queremos amplificar, o PCR utiliza a capacidade
replicativa de uma DNA polimerase termo-estavel (a Taq polimerase), todos os quatro
desoxirribonucleosidos trifosfatados (dATP, dGTP, dCTP e dTTP, em conjunto, dNTPs),

um par de primers especificos (Forward e Reverse) e um tampao apropriado.

Os primers sao oligonucleotidos sintéticos de DNA em cadeia simples
(aproximadamente 20 nucledtidos) com uma extremidade 3’-OH livre. Sao desenhados

de modo a que um deles seja complementar de uma extremidade do fragmento desejado
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na cadeia codificante (sentido 5’ — 3’, forward), enquanto o segundo é complementar da
extremidade oposta na cadeia nao codificante (sentido 3’ — 5’, reverse). Adicionalmente,
os dois primers do par devem apresentar uma distribuicao aleatoria e equilibrada de
bases e temperaturas de emparelhamento (‘annealing’) semelhantes, para que a
especificidade da reagao seja maior, mas nao devem formar dimeros consigo proprios ou

entre si. Por conseguinte, o rendimento da reagao é sensivel a selegcao dos primers.

A reagao envolve a repeticao ciclica (25-30 vezes) de trés etapas que
correspondem a simples mudangas na temperatura de incubagao: desnaturacao do DNA,
hibridizagao dos primers e extensao. Apods cada ciclo, o DNA duplica na regiao ladeada
pelos primers, presentes em elevada concentragao. No final da reagao, os produtos de
PCR (ou amplicoes) incluem a molécula de DNA de cadeia dupla original e milhdes de

copias do fragmento inicial amplificado (ver Figura 3).

Numa experiéncia de PCR todos os componentes requeridos para a reagao sao
adicionados no inicio da experiéncia e, por isso, a reagao nao tem de ser interrompida
para adicao de mais reagentes nos ciclos subsequentes. Além disso, a descoberta de DNA
polimerases termo-estaveis, capazes de resistir as sucessivas etapas de desnaturagao,
possibilitou a automatizagao da técnica de PCR num aparelho programavel denominado
por termociclador, que aquece e arrefece ciclicamente, por periodos de tempo

especificos.

Apesar da sua tedrica simplicidade, a aplicagdo pratica do PCR requer a
otimizagao, por tentativas, de varios parametros que influenciam o rendimento e a
especificidade da reagao. Os parametros mais criticos de uma experiéncia de PCR sao a
temperatura de emparelhamento dos primers, que é a mais critica do ciclo de
temperaturas, e depende da temperatura de fusao e do tamanho, composicao e
concentragao dos primers. Uma temperatura de ‘annealing’ muito elevada podera impedir
a hibridizagao dos primers e, por outro lado, uma temperatura demasiado baixa podera

permitir emparelhamentos incorretos.

Eloisa Pina (2005008321)



Mestrado em Farmacologia Aplicada 23

Todas as reagoes devem incluir uma amostra de DNA bem amplificada para avaliar
os parametros da reagao (controlo positivo) e uma mistura contendo todos os
componentes da reagao a exce¢cao do DNA a fim de detetar possiveis contaminagoes

(controlo negativo).>'®"

Figura 3 - Representagao esquematica de uma experiéncia de PCR. Um ciclo
consiste em trés etapas de diferentes temperaturas. Na primeira etapa, as duas cadeias da
molécula de DNA sao separadas (desnaturadas) por aquecimento a uma temperatura
elevada (90-95°C). Ao aumentar a temperatura, aumenta a energia cinética necessaria
para quebrar as pontes de hidrogénio existentes entre os pares de bases. Apos
desnaturagao, as duas cadeias simples vao servir como molde para a sintese de novas
cadeias de DNA, atendendo ao principio da complementaridade entre bases. Na segunda
etapa, a reagao &, entao, abruptamente arrefecida (50-65°C) para que cada primer
emparelhe com a extremidade 3’-OH da cadeia de DNA que lhe é complementar,
delimitando a regiao que se pretende amplificar. Durante a terceira etapa, a extensao, os
primers sao alongados por uma DNA polimerase termo-estavel, a enzima Taq polimerase,
a temperatura 6tima da enzima. Formam-se duas copias de DNA de cadeia dupla por
cada molécula de DNA original. Estas etapas repetem-se n vezes, de modo a obter 2n

copias do fragmento de DNA desejado.

(Adaptado de http://www?2.le.ac.uk/departments/emfpu/genetics/explained/pcr)
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6.2. Eletroforese

A eletroforese em gel é uma técnica utilizada para separar e ordenar fragmentos
de DNA de diferentes comprimentos. As moléculas de DNA, a pH neutro, sao
carregadas negativamente devido ao grupo fosfato de cada nucleétido. Por esta razao, as
moléculas de DNA movem-se na direcao do elétrodo positivo (anodo) em resposta a um
campo elétrico. A mobilidade eletroforética do DNA ¢ influenciada pelo tamanho e pela
forma do fragmento, pelo tamanho do poro do gel e pela forca do campo elétrico.
Moléculas menores migram através da matriz do gel mais rapidamente, enquanto que

moléculas maiores encontram maior resisténcia.

Existem dois tipos diferentes de gel utilizados para analise de DNA: o gel de
agarose e o gel de poliacrilamida, que funcionam como crivos moleculares, separando as
moléculas de DNA segundo a sua dimensao e a carga global da molécula. Os géis de
agarose constituem os meios de suporte mais comuns para a eletroforese de DNA e
utilizam-se para separar fragmentos maiores (~500 pb a ~60 kb) por serem mais porosos.
E normalmente o gel usado para separar os produtos de amplificacio da PCR. O gel é
facilmente preparado mediante a deposicao de uma solugao transparente contendo
agarose fundida num tampao apropriado, num molde com a forma de uma placa
horizontal fina, de vidro ou de plastico, com pogos individuais numa das extremidades.
Com a solidificagao da agarose forma-se uma matriz em gel cujo tamanho dos poros

diminui para concentragoes crescentes de agarose (gramas de agarose por mililitro de

solugao tampao).

O aparelho de eletroforese é composto por um gerador elétrico, que indica a
voltagem, e por uma tina, que contém o gel e o tampao. O gel de agarose de eletroforese
de DNA corre horizontalmente submergido na solugao tampao, a uma voltagem e

temperatura necessarias a separagao dos produtos de amplificagao da PCR,

Com o auxilio de uma micropipeta, aplicam-se as amostras nos pogos do gel,

juntamente com um tampao de carga (azul de bromofenol), submetendo em seguida a
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corrente elétrica ao sistema através do gerador. Apos a corrida, os fragmentos de DNA
separados no gel podem ser visualizados em bandas distintas alaranjadas, gragas ao
brometo de etidio adicionado antes do total arrefecimento do gel, quando excitadas com
luz ultravioleta. O etidio € uma molécula planar que se liga a dupla hélice de DNA,
intercalando-se entre as bases adjacentes. A luz ultravioleta, emitida pela fonte de luz UV,
é absorvida pelo complexo DNA e brometo de etidio, de modo a detetar-se cada

fragmento de DNA como uma banda fluorescente marcada na matriz do gel de agarose.

De salientar que esta substincia é altamente mutagénica.'®"
Eletrodo Eotrodo
nogativo Fonto do. pOSIvG Fragmento Fragmeno mance
= m maioe de DNA de DNA
| . y. ,
/ // /
———- -, '/' 'r" ’/‘
/ //
Mestura de pormitdo /
fragmentos & 2 ememmemmmmm—t gy
do DNA

Figura 4 — Esquema representativo de um aparelho de eletroforese horizontal. (Adaptado

de http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Biotecnologia/eletroforese.php)
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7. Objectivos

Em Portugal, tal como em muitos outros paises, a resisténcia aos agentes
antimicrobianos tem vindo a aumentar de uma forma dramatica, nomeadamente aos
antibidticos B-lactamicos, uma das classes mais usadas em terapéutica. As instituicoes
prestadoras de cuidados de sallde devem conhecer o perfil de suscetibilidade das
bactérias isoladas, assim como, determinar os mecanismos de resisténcia mais comuns e
a prevaléncia de determinadas estirpes. Esta abordagem pode permitir uma
racionalizacao do uso de antibidticos, e melhorar as medidas de controlo de infecgao

hospitalar.

Este trabalho teve como objetivo principal o estudo da suscetibilidade a diversos
antibioticos de Enterobactérias multirresistentes (incluindo a ceftazidima efou a
cefotaxima) isoladas em doentes dos Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC). Este

estudo versou varios aspetos, nomeadamente:
- A avaliacao da suscetibilidade de Enterobactérias a antibioticos de varias familias;

- A avaliagao da prevaléncia de cada género/espécie multirresistente e associagao com o

tipo de infegao;

- A detegao fenotipica do tipo de B-lactamases associadas a resisténcia aos -lactamicos

(ESBLs e AmpC);

- A detegao de B-lactamases mais comuns, nomeadamente dos tipos TEM, SHV e CTX-

M, por métodos moleculares;

- A avaliagao da variabilidade genética entre os isolados multirresistentes estudados.
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8. Materiais e Métodos

8.1. Isolados bacterianos

No presente trabalho foram estudados 204 isolados clinicos de Enterobactérias,
resistentes a cefotaxima e a ceftazidima: Klebsiella pneumoniae (n=96), Escherichia coli
(n=70), Morganella morganii (n=14), Enterobacter aerogenes (n=I1), Enterobacter cloacae
(n=5), Serratia sp. (n=3), Proteus mirabilis (n=2), Citrobacter sp. (n=2) e Enterobacter
gergoviae (n=1). Os isolados foram recolhidos de doentes de varios servicos do Hospital
da Universidade de Coimbra (HUC) entre setembro de 2011 e fevereiro de 2012, e

foram identificados pelo Servigo de Patologia Clinica do referido hospital.

8.2. Teste de suscetibilidade aos antibidticos e detecao

fenotipica de p-lactamases

Para a determinacao da suscetibilidade dos isolados aos varios antimicrobianos
utilizados na pratica clinica, foram utilizadas dois métodos. Numa primeira fase, foram
analisados através do aparelho Vitek 2 Advanced Expert System (AES) BioMérieux,
realizado pelo laboratério de microbiologia do HUC. Posteriormente, foi utilizado o
método de difusao em disco, também conhecido por técnica de Kirby-Bauer, para alguns

antibioticos.

8.2.1. Vitek 2 Advanced Expert System (AES) BioMérieux

O Vitek é um sistema automatizado que avalia a suscetibilidade aos antibioticos.

Permite inferir a presenca de ESBLs, no qual a ceftazidima e a cefotaxima sao testadas
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isoladamente e em combinagado com o acido clavulanico. A redugao logaritmica no
crescimento dentro do pogo que contém o acido clavulanico comparada com o pogo que
nao contem o acido clavulanico indica a expressao de uma ESBL. Este teste, em
combinacao com o software Vitek 2 AES, representa uma metodologia muito sensivel
para detetar ESBLs em isolados clinicos. Se é detetada a presenga de uma ESBL, todas as
penicilinas, aztreonamo e cefalosporinas (tais como a cefepima, mas excluindo a cefoxitina
e o cefotetan, uma vez que as ESBLs nao hidrolisam por norma as cefamicinas), sao

automaticamente considerados como resistentes. '

8.2.2. Pesquisa fenotipica de f-lactamases por método de difusao

em disco

Esta técnica de facil execugao e interpretagao, permite-nos detetar a presenca de
ESBLs nas estirpes em estudo. Preparou-se uma suspensao de bactérias em agua bi-
destilada estéril, a partir de uma cultura bacteriana crescida em meio tripticase soja,
incubada a 37°C durante 18-24 horas, seguindo a escala de turvagao de McFarland (0,5).
Posteriormente, inoculou-se a suspensao em placas com o meio de cultura Mueller-Hinton
(OXOID), usando a técnica de sementeira em toalha, de forma uniforme, com uma
zaragatoa. De seguida aplicou-se, com a ajuda do dispensador automatico da OXOID, os
discos impregnados com os antibidticos previamente escolhidos: imipenem, cefotaxima,
cefoxitina, ceftazidima, aztreonamo e cefepima, colocando no centro o disco da
amoxicilina com o acido clavulanico, de modo a conseguir detetar-se posteriormente a
presenca de ESBLs. Ao colocarmos o disco de amoxicilina com o acido clavulanico ao
centro, por ser um inibidor da B-lactamase, observa-se a volta dos outros discos um
aumento do halo de inibicao perto do centro, provocado pelo acido clavulanico. Apos
incubagao das placas a 37°C durante 18-24 horas seguiu-se a medigao, em milimetros, dos
halos de inibicao e leitura dos resultados utilizando as normas descritas no ‘Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; 20" Informational Suplement’ do ‘Clinical
Laboratory Standards Institute’ (CLSI), M100-S20 de 2010, cujos valores (breakpoints) se

encontram na seguinte tabela (Tabela I).
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Conteudo do Diametro do halo de exibigao
Antibiético
disco Resistente Intermédio Sensivel
Imipenem (IMP) 10 ug s13 14— 15 216
Cefotaxima (CTX) 30 ug s 14 15-22 =23
Cefoxitina (FOX) 30 g < 14 1517 218
Ceftazidima (CAZ) 30 pug s |4 15-17 218
Aztreonam (ATM) 30 ug s 15 16 —21 222
Cefepima (FEP) 30 pug s |4 15-17 218
Acido Clavulinico com

20/10 pg s I3 14-17 218

Amoxicilina (AMC)

Tabela | - Valores dos antibiogramas para Enterobacteriaceae, adaptado do CLSI, 2010.

8.2.3. Pesquisa fenotipica de Amp C

O método de Kirby-Bauer foi utilizado também para a detecao da presenga de Amp
C nos isolados bacterianos, visto ser de facil execugao e interpretagao. Utilizaram-se os
discos de cefoxitina e imipenemo por serem fortes indutores das Amp C, que foram
colocados ao lado de cefalosporinas, para analisar posteriormente os halos de inibigao. Se
o resultado for um halo deformado/cortado, significa que a B-lactamase Amp C induzida
travou a atividade antimicrobiana do disco, podendo assim concluir que a bactéria em

estudo produz uma Amp C.

Eloisa Pina I 2012



8.3. Pesquisa Molecular de -lactamases

8.3.1. Extracao de DNA

A produgao de PB-lactamases pode ser confirmada através de técnicas de biologia
molecular, pelo que € necessario extrair o DNA dos isolados bacterianos. Foi utilizado o
método de ebulicao, que consiste em fazer uma suspensao de uma ou duas coldnias
bacterianas em 50 pl de agua bi-destilada ou Milli Q num eppendorf, e aquecé-la a
temperatura de ebulicao da agua durante |0 minutos. De seguida, introduz-se os lisados
na centrifuga a 20 000 rotagdes por minuto (rpm) durante 2 minutos. Recolhe-se o

sobrenadante, que contém o DNA, e congela-se entao a -20°C para posterior analise.

8.3.2. Reac¢ao da Polimerase em Cadeia (PCR)

Utilizou-se esta técnica para a detegao de B-lactamases de largo espetro (ESBLs).
Preparou-se, entao, uma mistura com | ul de DNA de cada isolado, 0,5 pl de cada primer
(Forward (F) para a diregao 5’->3’ e Reverse (R) para a diregao 3’<-5’) de uma solugao de
trabalho de 10 uM (indicados na Tabela 2), 10 pl de uma solugao comercial (MIX) de
nucledtidos, Taq polimerase e tampao (DNAzyme™ Il 2x PCR Master Mix, Thermo
Scientific) e 8 ul de agua Milli Q estéril, para perfazer um volume total de 20 pul. De
seguida, programou-se as condigoes de corrida no termociclador, repetindo-se 25 vezes
as 3 etapas da PCR. Numa fase inicial, para que ocorra desnaturagao programou-se o
termociclador a uma temperatura de 95°C durante 5 minutos (desnaturagao inicial
seguida de 25 ciclos). Numa segunda fase, ocorre o abaixamento de temperatura para os
53°C durante um minuto para ocorrer a hibridizagao dos primers. Apos a conclusao de
todos os ciclos, aumenta-se a temperatura para os 65°C (temperatura 6tima da enzima)
para ocorrer a extensao das cadeias. No fim dos ciclos, programa-se o termociclador

para os 4°C, de forma a conservar os produtos de amplificagao.

Eloisa Pina (2005008321)



Mestrado em Farmacologia Aplicada 31

Enzima Primers (sintetizados pela Stavida, Oeiras, Portugal)
TEM - tipo F 5-TACGATACGGGCTTAC-3
TEM - tipo R 5-TTCCTGTTTCACCCA-3’
SHYV - tipo F 5-TCAGCGAAAAACACCTTG-3’
SHYV - tipo R 5-TCCCGCAGATAAATCACCA-3’
CTX-MF 5-TTTGCGATGTCAGTAA-3
CTX-MR 5-CGATATCGTTGCCATA-3

Tabela 2 — Primers utilizados para pesquisa de ESBLs

Em todas as corridas foram colocados controlos positivos de TEM, SHV e CTX-M
que pertencem a colecao do laboratério, assim como controlos negativos, em que o

DNA foi substituido por agua.

8.3.3. Identificagao dos produtos de PCR por eletroforese

Apos terminar as reagoes da polimerase em cadeia, € necessario identificar os
amplicoes. Para isso, os produtos de PCR sao submetidos a uma eletroforese em gel de
agarose a 2%. Pesou-se 2 gramas de agarose e dilui-se em 100 ml| de tampao tris-borato-
EDTA (TBE) 0,5 x, com o auxilio de calor, de maneira a ficar um liquido transparente e
homogéneo. Adicionou-se 5 ul de brometo de etidio para posterior visualizagao no
transiluminador de ultra-violeta (UV), e esperou-se até arrefecer sem solidificar. Numa
tina de electroforese colocou-se a agarose, o pente, e esperou-se até o gel solidificar.
Nos pogos, com a ajuda de uma micropipeta, colocou-se os nossos amplicoes juntamente
com o tampao de carga azul de bromofenol numa proporgao de I:5, e deixou-se correr a
80 Volts durante sensivelmente 60 minutos. Posteriormente, visualizou-se e identificou-se

os amplicoes através do UV.
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8.4. Tipagem dos isolados bacterianos

Embora nao seja considerada a técnica padrao para avaliar a clonalidade dos
isolados, utilizou-se uma técnica baseada em PCR devido a elevada quantidade de isolados
em estudo. Esta técnica permite usar um maior numero de isolados bacterianos, rapidez
na execugao, e nao tao dispendiosa, como técnicas baseadas em sequenciacio do DNA.

Foram testados 204 isolados por BOX-PCR. Para | pl de amostra adicionou-se |
ul do Primer BOX AIR 5-CTACGGCAAGGCGACGCTGAC-3, 10 pl da MIX da
DNAzyme™ Il 2x PCR Master Mix, Thermo Scientific, e 8 ul de 4gua Milli Q estéril, para
perfazer um volume total de 20 pl. Colocaram-se as amostras nos termocicladores e
programaram-se as condi¢coes descritas de seguida. Primeiramente, para ocorrer a
desnaturacgao inicial das cadeias de DNA, configurou-se o termociclador a 95°C durante
cinco minutos. De forma a ocorrer o emparelhamento dos primers, procedeu-se ao
arrefecimento abruto para 53°C, durante um minuto. Apds o ‘annealing’, aumentou-se a
temperatura para os 65°C, temperatura 6tima da enzima Taq polimerase, durante oito
minutos, de maneira a que ocorra a extensao das cadeias. Programou-se o termociclador

para repetir 30 vezes a partir do primeiro passo.

9. Resultados e Discussao

9.1. Isolados bacterianos e produtos biologicos

Neste estudo foram analisadas 204 amostras clinicas de onde foram isoladas
Enterobactérias resistentes a multiplos antibiéticos, inclusivamente a ceftazidima e/ou a
cefotaxima, provenientes do Hospital da Universidade de Coimbra (HUC): Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae. Enterobacter gergoviae, Morganella morganii, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Citrobacter sp, Proteus mirabilis e Serratia sp. Como se verifica

na Tabela 3, as bactérias foram isoladas de varias amostras bioldgicas. Os servigos de
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onde foram recolhidos os isolados nao foram fornecidos, mas temos a informagao que as
amostras foram provenientes de diferentes servigos hospitalares. A distribuicao das

espécies ou géneros isolados e diversidade das amostras clinicas encontra-se na Tabela 3.

Espécies/Género
Produtos
L Entero. Entero. Entero. Total n (%)
Biologicos Morg.  Kleb. pneum.  E. coli Citro.  Prot. mir. Serratia sp
aerog. cloac. gerg.
34
Sem indicagao | | - 4 9 17 - -
(16,67%)
[
Bilis - - - - - | - -
(0,49%)
108
Urina 6 - - 2 60 36 2 2 -
(52,94%)
3
Urina cateter | - | - | - - - -
(1,47%)
Liquido 6
a | - - - 3 2 - - -
peritoneal (2,94%)
[
Biopsia | - - - - - - - -
(0,49%)
Aspirado 8
P - - - - 6 | - - |
brénquico (3,92%)
2
Hemocultura - - - - | | - - -
(0,98%)
6
Expetoragao - - - | 3 2 - - -
(2,94%)
Exsudato de 14
| - - 2 6 5 - - -
ferida (6,86%)
Exsudato de 4 | 5
ferida cirdrgica (2,45%)
14
Sangue - 2 - | 7 4 - - -
(6,86%)
[
Pus abcesso - | - - - - - - -
(0,49%)
Tubo | |
endotraqueal ) ’ ’ i ’ ’ ’ ’ (0,49%)
I 5 | 14 96 70 2 2 3
Total n (%) 204
(5.39%)  (2,45%)  (0,49%) (6,86%) (47,06%)  (3431%) (0,98%) (0,98%) (1,47%)
Tabela 3 — Frequéncia das espécies/género de Enterobactérias nos produtos

bioldgicos. (Entero. aerog - Enterobacter aerogenes., Entero. cloac - Enterobacter cloacae.,
Entero. gerg. - Enterobacter gergoviae, Morg. - Morganella morganii, Kleb. pneumo. - Klebsiella

pneumoniae, E. coli - Escherichia coli, Citro. - Citrobacter sp, Prot. mir. - Proteus mirabilis)
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Os graficos das Figuras 5 e 6, mostram a prevaléncia de espécies ou géneros da
familia Enterobacteriaceae resistentes a ceftazidima e/ou cefotaxima, e das amostras clinicas

de onde foram isolados, respetivamente.

Amostra biologica

BSem indicagao
BBilis

OUrina

BUrina cateter

8| jquido peritoneal
OBiopsia

B Aspirado brénquico
BHemocultura

B Expectoragao
BExsudato de ferida
B Exsudato de ferida cirurgica
B Sangue

®Pus abcesso
®Tubo endotraqueal

Figura 5 — Percentagem das espécies/géneros de Enterobactérias resistentes a ceftazidima

e/ou cefotaxima provenientes dos HUC.

Percentagem do n° de isolados

1% 2%

1% 9,
o 29, 1%

¥ Enterobacter aerogenes

¥ Enterobacter cloacae
Enterobacter gergoviae

" Morganella

®Klebsiella pneumoniae
E. coli

" Citrobacter
Proteus mirabilis

B Serratia

34%

Figura 6 — Distribuicao dos isolados bacterianos pelos produtos biologicos.
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Através da andlise da Tabela 3 e dos graficos das Figuras 5 e 6, verifica-se que as
espécies predominantes nos isolados bacterianos recolhidos nos HUC sao Klebsiella
pneumoniae (=47%) e Escherichia coli (=34%), existindo também uma percentagem
significativa de estirpes Morganella morganii (aproximadamente 7%). E de realcar o
aparecimento de Morganella morgannii multirresistentes neste hospital, uma vez que nao é
uma espécie frequentemente encontrada. A urina foi a amostra bioldgica de onde foram
recolhidos mais isolados (108 em 204, ou seja, aproximadamente 53%), e em que 60 dos
|08 isolados sao Klebsiella pneumoniae (55,6%) e 36 sao Escherichia coli (33,4%). Verifica-se
também que 14 das 204 amostras (cerca de 7%) foram isoladas a partir do sangue de
pacientes, sendo também a Klebsiella pneumoniae (50%) e a Escherichia coli (28,6%) as
estirpes predominantes. Em relagao ao trato respiratério, 6 das 8 amostras isoladas a

partir de aspirados bronquicos (75%) sao estirpes de Klebsiella pneumoniae.

Verifica-se assim, que Klebsiella pneumoniae foi a espécie predominante nas
amostras clinicas dos HUC durante o periodo de estudo, incluindo em urinas, onde é

muito mais frequente encontrar-se Escherichia coli.

De salientar que houveram 34 amostras (=16,7%) que nao tinham qualquer

indicagao acerca do produto bioldgico que foram isoladas.

9.2. Suscetibilidade dos isolados aos antimicrobianos

Juntamente com as amostras, foram fornecidos pelos HUC o ‘Relatério do
Laboratério’, com informagao da sensibilidade dos isolados a alguns antibidticos
selecionados, analisados pelo Vitek 2 AES, cujos valores sao apresentados na Tabela 4,
sendo mais percetivel os elevados valores de resisténcia ao analisarmos o grafico da
Figura 3. De salientar que, nao foram utilizados os mesmos antibioticos para todos os
isolados, logo os valores apresentados correspondem ao numero de isolados testados

para o antibiotico indicado.
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NP° de isolados (%)
Antibiéticos Sensivel Intermédio Resistente Total
| 166
Ampicilina 0 167
(0,6%) (99,4%)
31 76 59
Amox. /AC 166
(18,67%) (45,78%) (35,54%)
57 35 71
Piper./Tazob. 163
(34,97%) (21,47%) (43,56%)
| 166
Cefalotina 0 167
(0,6%) (99,4%)
4 2 146
Cefuroxima 152
(2,63%) (1,32%) (96,05%)
20 29 15
Cefotaxima 164
(12,2%) (17,16%) (70,12%)
19 83 64
Ceftazidima 166
(11,45%) (50%) (38,55%)
146
Meropenem 0 0 146
(100%)
161 |
Ertapenem 0 162
(99,38%) (0,62%)
80 6 82
Gentamicina 166
(48,19%) (3,61%) (38,55%)
4| 6 108
Tobramicina 155
(26,45%) (3,87%) (69,68%)
104 59 |
Amicacina 164
(63,41%) (35,97%) (0,61%)
25 3 135
Levofloxacina 163
(15,34%) (1,84%) (82,82%)
28 2 138
Ciprofloxacina 168
(16,67%) (1,19%) (82,14%)
4| 126
Trim./Sulfam. 0 167
(24,55%) (75,45%)
6l 28 67
Nitrofurantoina 156
(39,1%) (17,95%) (42,95%)
98 5 8
Tigeciclina I
(88,3%) (4,5%) (7,2%)

Tabela 4 — Suscetibilidade aos antibidticos testados no Vitek 2 AES (BioMérieux, Franca)
(Piper./Tazob. — Piperaciclina/Tazobactam; Trim./Sulfam. — Trimetoprim/Sulfametazol;

Amox./AC — Amoxicilina/Acido Clavulanico)

Eloisa Pina (2005008321)



Mestrado em Farmacologia Aplicada

37

Tigeciclina
Nitrofurantoina
Trim./Sulfam.
Ciprofloxacina
Levofloxacina
Amicacina
Tobramicina
Gentamicina
Ertapenem
Meropenem
Ceftazidima
Cefotaxima
Cefuroxima
Cefalotina
Piper./Tazob.
Amox./AC

Ampicilina

0% 10%

Sensivel

¥ Resistent
e

20%  30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 7 — Suscetibilidade aos antibidticos testados no Vitek 2 AES (BioMérieux, Franca)

(Piper./Tazob. — Piperacilina/Tazobactam; Trim./Sulfam. — Trimetoprim/Sulfametazol;

Amox./AC — Amoxicilina/Acido Clavulnico)

Através da analise da Tabela 4 e do grafico da Figura 7, é claramente visivel que os

isolados estudados apresentam resisténcia a multiplos antibioticos, o que dificulta a

abordagem terapéutica por parte dos clinicos.

Para além da elevada resisténcia aos

antibioticos [-lactdmicos (ampicilina, amoxicilina, piperacilina, cefalotina, cefuroxima)

incluindo as cefalosporinas de 3% geragao (cefotaxima e ceftazidima), indicando

provavelmente a presenca de organismos produtores de B-lactamases de largo espetro

e/lou de AmpC, também se observam elevadas percentagens de resisténcia aos

aminoglicosideos, gentamicina e tobramicina, e as fluoroquinolonas, levofloxacina e

ciprofloxacina. De salientar que organismos produtores de B-lactamases de largo espetro

frequentemente possuem fatores de resisténcia para outras classes de antibioticos®.

Quando as amostras apresentam constantemente estes perfis de suscetibilidade, é
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importante que a pesquisa de bactérias multirresistentes se proceda de forma rotineira

pelos laboratérios de microbiologia do hospital.

Em termos de resisténcia, verifica-se que 166 dos |67 isolados testados com a
ampicilina (99,4%), representando aqui as benzilpenicilinas, apresentam resisténcia ao
antibiotico, assim como a cefalotina, que representa as cefalosporinas de |1 geragao (166
dos 167 isolados sao resistentes). Se se considerar um isolado classificado de intermédio
como resistente, podemos concluir que em relagao a ampicilina e a cefalotina, 100% dos
isolados em estudo sao resistentes, o que era de esperar devido ao estreito amplo de
acao das referidas familias de antibioticos, principalmente em relagao as estirpes

produtoras de B-lactamases.

Ao analisarmos as associagoes das penicilinas com os inibidores das B-lactamases,
verificamos que os isolados apresentam uma percentagem significativa de resisténcia: 59
dos 166 isolados (35,5%) testados com a amoxicilina associada ao acido clavulanico sao
resistentes, sendo 458% (76 isolados) intermédios; relativamente a associagao
piperaciclina com o tazobactam, 43,6% dos isolados testados com estes antibioticos (7|1
em |63 isolados), apresentam um perfil de resisténcia, sendo 35 dos 163 isolados (21,7%)

intermédios.

Relativamente aos antibioticos, nos quais isolados apresentaram elevada
sensibilidade, os carbapenemos evidenciaram-se. Sao a Unica classe de antimicrobianos,
que apresenta uma grande eficacia contra microrganismos produtores de [B-lactamases.
Dito de outro modo, foram os que apresentaram maior sensibilidade entre todas as
familias, nas quais os 146 isolados testados apresentaram 100% de sensibilidade ao
meropenem, e 161 dos 162 isolados apresentaram sensibilidade ao ertapenem (99,8%).
Estes sao, realmente, os agentes de primeira linha no tratamento de infe¢oes causadas
por organismos produtores de ESBLs, embora nao existam dados de ensaios clinicos
randomizados que apoiem esta utilizagao. As evidéncias desta terapéutica advém de uma
série de casos e estudos retrospetivos, que expoem resultados favoraveis em pacientes
tratados com carbapenemos.’ Embora nio tenhamos procedido a pesquisa de
carbapenemases, os resultados indicam que a partida nao estarao presentes nos isolados

estudados, a excegao de um isolado de Klebsiella pneumoniae que apresentou um valor
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2

intermédio ao ertapenem. E necessario estar atento ao aparecimento de carbapenemases
nos Hospitais da Universidade de Coimbra, uma vez que, embora nunca tenha sido
identificada nenhuma carbapenamase em Klebsiella pneumoniae no referido hospital, sabe-
se que em Portugal, nomeadamente no Hospital de Santa Maria em Lisboa, a

carbapenemase KPC j4 se encontra disseminada.”

Apesar da elevada sensibilidade dos isolados a amicacina, em que das |64 amostras
estudadas, 104 apresentam sensibilidade ao antibidtico (cerca de 63,4%), € necessario ter
em conta que este aminoglicosideo apresenta oto e nefrotoxicidade®, pelo que nio serd a
escolha inicial de tratamento, especialmente em individuos com a fungao renal

comprometida.

Em relagao a tigeciclina, 88,3% dos isolados apresentam sensibilidade (98 em |11
isolados testados), representando uma boa alternativa terapéutica. A tigeciclina foi
aprovada pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) a |15 Junho de 2005, e é o primeiro
antibidtico de uma nova classe terapéutica, as glicilciclinas, que se relaciona diretamente a
nivel molecular com as tetraciclinas.>*' A figura 8 mostra a similaridade destas moléculas.
E indicada em monoterapia, por via intravenosa, em infeces graves intra-abdominais, pele
e tecidos moles. Atuam na subunidade 30S do ribossoma, bloqueando a entrada do RNA
de transferéncia, impedindo assim a elongagao das cadeias peptidicas, nao permitindo a
sintese de proteinas. A resisténcia a tigeciclina é devido a bombas de efluxo, diferentes
das que efluxam as tetracilinas. Embora haja uma semelhanga estrutural, a tigeciclina tem
acao contra as bactérias resistentes as tetraciclinas. Esta resisténcia as tetraciclinas &
conseguida pela expulsao do antibotico para fora da célula através de proteinas de efluxo
(denominadas Tet) e pela protecao do ribossoma garantida pelas proteinas de protegao
ribossomal. Especula-se que a longa cadeia da tigeciclina impede a ligagdo da maioria das
proteinas de efluxo, impedindo assim a sua expulsao da célula, e a sua forte ligagao ao
local ativo (5 vezes mais do que as tetraciclinas) impede a sua dissociacao pelas proteinas
que protegem o ribossoma. Para além de ultrapassar o mecanismo de resisténcia da
degradagao enzimatica, parece que resiste também a modificagao do alvo e mutagoes na
girase do DNA, o que torna este tratamento promissor contra patogéneos
multirresistentes. Infelizmente, foram reportadas resisténcias intrinsecas em algumas

Enterobactérias, como Proteus spp e Morganella spp. Tendo em conta a farmacocinética da
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tigeciclina, nomeadamente o seu metabolismo (que nio é extensivamente metabolizada’)
e a sua excregao (sabemos que as vias maioritarias sao a via biliar e a excregao fecal,
sendo também importante a via renal e a glucuronidagao pelo figado), é importante té-la
em conta em doentes com os sistemas digestivo e renal comprometidos, assim como os
doentes transplantados de figado, rins e intestino. Para além da otimizagcao dos regimes
de administragao/dosagem nestes doentes, € necessario uma monitorizagao regular da
resposta ao tratamento. De notar que a tigeciclina nao é removida por hemodiilise, fator
a ter em contar no caso de suspeita de overdose em doentes com o sistema renal
comprometido. E também importante referir que a tigeciclina interfere na clearance da
varfarina, sendo necessirio monitorizar os testes de coagulagdo, como os da
protrombina. Apesar da sua excelente atividade contra as Enterobactérias, incluindo os
organismos produtores de ESBLs, a sua utilizagao, apesar de promissora, é limitada, uma
vez que muitos destes organismos encontram-se no trato urinario, onde a tigeciclina tem
uma penetragao limitada. Para além disso, devido a sua rapida distribuicao pelos tecidos
apos administragao intra-venosa, a sua utilizagao é limitada em infegoes na corrente

sanguinea.*”'

HC CHs HiC,  CHs

Figura 8 - Estrutura molecular da tetraciclina e da tigeciclina.

Depois de analisarmos as resisténcias dos isolados por antibiotico, procedeu-se a
andlise das resisténcias a cada antibiotico por cada espécie/género. Os resultados (em

percentagem) encontram-se na tabela seguinte (Tabela 5).
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Resisténcia (%)
Antibi6ti Enterobacter|Enterobacter|Enterobacter| Morganella| Klebsiella | Esherichia | Citrobacter| Proteus | Serratia
ntibioticos . , ) ; o

aerogenes cloacae gergoviae | morganii |pneumoniae|  coli sp mirabilis sp
Ampicilina 100% 100% 100% 100% 100% | 98,27% 100% 100% | 100%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=13) | (n=76) | (n=58) | (n=2) (n=2) | (n=1)
Amox. JAC 100% 100% 100% 100% 85,53% | 68,42% 100% 0% 100%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=13) | (n=76) | (n=57) | (n=2) (n=2) | (n=1)

Piper./Tazob. 100% 100% 0% 27,27% | 78,38% | 48,28% 100% 0% 0%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=I11) | (n=74) | (n=58) | (n=2) (n=2) | (n=1)
Cefalotin 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% | 100%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=13) | (n=76) | (n=58) | (n=2) (n=2) | (n=1)
Cefuroxima 90% 100% 100% 100% 97,14% | 98,25% 100% 100% | 100%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=7) (n=70) | (n=57) | (n=2) (n=2) | (n=1)
Cefotaxima 90% 100% 0% 81,82% | 94,74% | 78,95% 100% 100% | 100%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=13) | (n=76) | (n=57) | (n=2) (n=2) | (n=1)
Ceftazidima 90% 100% 100% 75% 96,05% | 79,31% 100% 100% | 100%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=12) | (n=76) | (n=58) | (n=2) (n=2) | (n=1)

Meropenem 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
(n=6) (n=4) (n=1) (n=8) (n=65) | (n=57) | (n=2) (n=2) | (n=1)

Ertapenem 0% 0% 0% 0% 0% 1,75% 0% 0% 0%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=10) | (n=75) | (n=57) | (n=2) (n=2) | (n=1)
Gentamicina 20% 50% 100% 69,23% | 86,84% | 64,4% 50% 100% | 100%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=13) | (n=76) | (n=59) | (n=2) (n=2) | (n=1)
Tobramicina 71,43% 25% 100% 55,56% | 85,92% | 63,8% 50% 100% | 100%
(n=7) (n=4) (n=1) (n=9) (n=71) | (n=58) | (n=2) (n=2) | (n=1)
Amicacina 50% 25% 100% 25% 25,3% | 50,85% 0% 50% 100%
(n=8) (n=4) (n=1) (n=12) | (n=75) | (n=59) | (n=2) (n=2) | (n=1)

Levofloxacina 66,67% 0% 0% 72,73% | 94,74% | 87,72% 50% 50% 0%
(n=9) (n=4) (n=1) (n=I11) | (n=76) | (n=57) | (n=2) (n=2) | (n=1)

Ciprofloxacina 60% 0% 0% 61,54% | 97,37% | 84,75% 50% 50% 0%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=13) | (n=76) | (n=59) | (n=2) (n=2) | (n=1)

Trim./Sulfam. 70% 0% 0% 61,54% | 88,16% | 72,41% 50% 50% 0%
(n=10) (n=4) (n=1) (n=13) | (n=76) | (n=58) | (n=2) (n=2) | (n=1)
Nitrofurantoina 87,5% 100% 100% 100% 93,05% | 8,62% 0% 100% | 100%
(n=8) (n=4) (n=1) (n=8) (n=72) | (n=58) | (n=2) (n=2) | (n=1)

Tigeciclina 0% 0% 0% 100% 151% 0% 0% 100% 0%
(n=7) (n=3) (n=1) (n=4) (n=76) | (n=39) | (n=2) (n=1) | (n=1)

Tabela 5 — Percentagem de resisténcia para cada espécie/género. Foram considerados

também resistentes os isolados que apresentaram valores de intermédio. (n = x

corresponde ao numero total de amostras testadas, da referida espécie/género, com o

antibiético indicado)

Analisando a tabela, é possivel constatar novamente a elevada percentagem de

resisténcia por parte dos isolados de Klebsiella pneumoniae a maioria dos antibidticos,
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incluindo os de largo espetro. De salientar, também, as elevadas resisténcias por parte de

todos os isolados a maioria dos antibioticos de largo espetro.

No caso de infe¢oes graves e em doentes internados nas unidades dos cuidados
intensivos, € necessario um inicio de tratamento rapido. Dai a importancia da terapéutica
empirica, que é iniciada tendo em conta as bactérias que infetam frequentemente os
diferentes o6rgaos do organismo e o perfil de suscetibilidade da zona geografica ou
instituicado em questao. Normalmente, para infegoes graves, inicia-se a terapéutica com
cefalosporinas de segunda ou terceira geragao, mas pela andlise da Tabela 5, verifica-se
elevadas percentagens de resisténcia em todas as espécies para todas as cefalosporinas
estudadas. Com esta analise conclui-se que o tratamento empirico nestes casos resultaria
em falhas de tratamento. A menor resisténcia apresentada por penicilinas e cefalosporinas
corresponde a associagao da piperacilina com o tazobactam (excetuando Enterobacter sp.
e Citrobacter sp que apresentaram 100%), o que podera ocorrer devido ao tazobactam,
pois pensa-se ser o inibidor mais potente, que € ativo contra algumas enzimas TEM, SHV
e CTX-M. De salientar que os isolados de Escherichia coli apresentaram, a nivel
percentual, as menores resisténcias para estes grupos de antibidticos. Tendo em conta a
elevada percentagem de resisténcias aos antibioticos B-lactamicos, principalmente nas
espécies mais disseminadas, como é o caso da Klebsiella pneumoniae e da Escherichia coli,
assim como para os aminoglicosideos (gentamicina e tobramicina) e as fluoroquinolonas
(ciprofloxacina e levofloxacina), € necessaria a criagao e implementagao de documentos
orientadores de prescrigao e monitorizagao de isolados multirresistentes, de maneira a

ser possivel a selegao da terapéutica mais adequada o mais rapidamente possivel.

9.3. Detec¢ao das p-lactamases pelo teste fenotipico

As Figuras 9, 10 e || abaixo apresentadas, sao representativas de uma detegao de

B-lactamases Amp C e ESBL pelo método de difusao em disco.
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Figura 9 — Antibiograma de um isolado de Enterobacter aerogenes onde ¢é visivel a
deformagao do halo de inibigao pela indugao do imipenem, que sugere a presenga de uma

Amp C. (AMC ao centro, no sentido dos ponteiros do relégio ATM, IMP e CTX)

Figura 10 — Antibiograma de um isolado de Klebsiella pneumoniae onde é visivel a inibicao
pelo acido clavulanico que sugere a presenga de ESBL. Uma vez que o halo da cefotaxima
(CTX) é quase zero e o da ceftazidima maior que o da cefotaxima, esta situagao sugere a
presenca de uma CTX-M-type. (AMC ao centro, no sentido dos ponteiros FOX, CAZ,
ATM, IMP, CTX)
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Figura || — Antibiograma de um isolado de Enterobacter aerogenes em que o halo da
cefotaxima é superior ao da ceftazidima, sugerindo a presenga de uma ESBL nao do tipo
CTX-M. (AMC ao centro, no sentido dos ponteiros do relogio IMP, ATM, CAZ, FOX e

CTX)

Por meio da analise dos antibiogramas obtidos pelo método de Kirby-Bauer, foi
possivel avaliar o nimero de bactérias produtoras de ESBLs e Amp C. Os resultados
encontram-se na Tabela 6 e na Figura 12. Nao foram estudados por este método trinta e

nove isolados de Klebsiella pneumoniae e vinte e oito isolados de Escherichia coli.
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Teste Fenotipico
Espécie
ESBL Amp C ESBL + Amp C Total
Enterobacter 2 5 I 8
aerogenes (18,18%) (45,45%) (9,09%) (72,73%)
Enterobacter I 2 3
cloacae (20%) (40%) (60%)
Enterobacter I I
gergoviae (100%) (100%)
Morganella 7 4 I
morganii (50%) (28,57%) (78,57%)
Klebsiella 40 40
pneumoniae (70,18%) (70,18%)
25 2 27
Escherichia coli
(59,52%) (4,76%) (64,3%)
I I
Citrobacter sp
(50%) (50%)
Proteus
mirabilis
3 3
Serratia sp
(100%) (100%)
69 20 5 94
Total
(50,36%) (14,6%) (3,65%) (68,6%)

Tabela 6 — Detegao da presenga de -lactamases pelo teste fenotipico (método de Kirby-

Bauer)

Através da analise da Tabela 6, verifica-se que os dois isolados estudados de
Proteus mirabilis nao apresentaram ESBLs e Amp C por este método, e os trés isolados de
Serratia sp estudados apresentaram Amp C. Nao foram detetadas ESBLs nos isolados de
Citrobacter sp, Proteus mirabilis e Serratia sp, assim como nao se verificou a presenca de
Amp C nos isolados de Enterobacter gergoviae, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis. De
salientar a elevada percentagem de ESBL detetada nos isolados de Klebsiella pneumoniae
(70,2%) e em Escherichia coli (59,5%). A distribuicao das [-lactamases sugeridas pelo

método de difusao em disco é mostrada na Figura 2.
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Serratia 00—
Proteus mirabilis
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Enterobacter gergoviae

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Figura 12 — Percentagem da detegao de -lactamases (ESBLs e Amp C) pelo teste

fenotipico Kirby-Bauer

Ao analisar o grafico da Figura 12, verificamos a elevada incidéncia de Amp C nos
isolados de Serratia sp, Citrobacter sp, e em metade dos isolados Morganella morganii
estudados, a somar aos quatro isolados que apresentaram simultaneamente ESBLs e Amp
C (28,6%), o que era teoricamente esperado. Esperava-se uma maior incidéncia de Amp
C nos isolados de Enterobacter sp., o que sé se verificou em algumas espécies, pois
utilizou-se fortes indutores de Amp C na realizagado do método de difusao em disco,
como a cefoxitina e o imipenem. Nos isolados que apresentaram concomitantemente
ESLB e Amp C, a escolha da terapéutica deve ser bem estudada, tendo em conta as
resisténcias que apresentam, uma vez que do grupo dos p-lactamicos, apenas os
carbapenemos poderao ser utilizados. Com os dados apresentados na Tabela 5, as
percentagens de resisténcias por parte dos isolados que apresentam Amp C e ESBL
simultaneamente sao muito elevadas, apresentando a gentamicina e a amicacina para
Enterobacter aerogenes e a amicacina para Morganella morganii valores razoaveis para
instituir uma terapéutica, nao esquecendo a possibilidade de oto e nefrotoxicidade pela

amicacina.

9.4. Pesquisa de -lactamases por métodos moleculares

Considerando que as ESBLs eram as [-lactamases mais frequentemente

encontradas procedeu-se a identificagao do tipo de ESBL em cada isolado.

Eloisa Pina (2005008321)



Mestrado em Farmacologia Aplicada 47

A Tabela 7 mostra a frequéncia das B-lactamases do tipo TEM, SHV e CTX-M
encontradas por espécie/género bacteriano, assim como a percentagem de isolados com

associacoes de ESBLs diferentes.

L TEM + TEM+ | SHV+ | TEM+SHV +
Espécie CTX TEM SHV SHY CTX CTX CTX Ausente
5 | | | 3
Enterobacter 0 0 0
aerogenes (45,45%) (9,1%) (9,1%) (9,1%) (27,27%)
| 4
Enterobacter 0 0 0 0 0 0
cloacae (20%) (80%)
|
Enterobacter 0 0 0 0 0 0 0
gergoviae (100%)
| | 12
Morganella 0 0 0 0 0
morganii (7.14%) | (7,14%) (85,71%)
6 5 3 14 2 3 39 4
Klebsiella
pneumoniae (6,25%) (5,21%) (G.13%) | (1458%) | 22.92%) | (3.13%) (40,63%) (4,17%)
35 7 2 15 2 [ 8
Escherichia coli 0
scherichia colt 1 50%) (10%) (2,86%) | (21,43%) | (2.86%) (1,43%) (11,43%)
2
. 0 0 0 0 0 0 0
Citrobacter sp. (100%)
| 2
Serratia s 0 0 0 0 0 0
rratia sp. (33,33%) (66,67%)
| [
. 0 0 0 0 0 0
Proteus mirabilis (50%) (50%)
Py) 18 6 18 39 6 40 35
Total (20,59%) | (8,82%) (2,94%) (8.82%) | (19,12%) | (2.94%) (19,61%) (17,17%)

Tabela 7 — Detegao da presenga de B-lactamases por PCR com primers especificos para

TEM, SHY e CTX-M.

Através da andlise da Tabela 7, é claramente visivel a predominancia da f-

lactamase do tipo CTX-M (62,6%) seguida da TEM, com uma percentagem de 56,7%. De
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salientar a elevada percentagem dos trés tipos de B-lactamases estudadas (CTX, TEM e

SHV) encontrada em Klebsiella pneumoniae.

A distribuicao por espécie/género é mais visivel na Figura |3.

100%
90% -
80%
70%
60% - o Ausente
50% TEM + SHV + CTX
40% SHV + CTX
30% TEM + CTX
STEM + SHV
20% - SHV
10% - “TEM
0% — . BCTX
2 2 o A2 N ~o Q
ngo? oé_'u- o\sa- q.’\\é oo\'v %L 'é-\ . && 1S
lo) o (o d‘% N A+ ((\\ 2
é X ﬁg’ & éo )
é’v & & > Q(\ ’&\)
,Q'é} (6’1‘ 65&' oY «°
SRS C
%\& <& ‘6\& N

Figura 13 — Distribuicao de B-lactamases do tipo TEM, SHV e CTX-M por

espécies/género de Enterobactérias

Estes resultados mostram uma maior prevaléncia de CTX-M em Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Serratia sp. e Proteus mirabilis. Todas as CTX-M sao enzimas de largo
espectro, embora varidvel, e estao descritas em todo o mundo, tendo vindo suplantar as
de largo espectro do tipo TEM e SHV."” A Escherichia coli é a espécie mais frequentemente
associada a CTX-M, especialmente CTX-M-15, com a capacidade de hidrolisar
eficientemente ceftazidima e cefotaxima, embora comece também a aparecer em Klebsiella
pneumoniae.” As enzimas SHV sio frequentes em Klebsiella pneumoniae. De notar que as

enzimas do tipo TEM e SHV detetadas por PCR podem nao ser ESBLs, mas sim, TEM-1/2
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e SHV-1/2, enzimas de estreito espetro. Contudo, embora tenham sido estudadas por
PCR todas as amostras enviadas, a maioria apresentava ESBLs pelo método de sinergismo
em disco. Assim, nos isolados em que s6 se encontraram TEM ou SHV isoladamente,
poderemos pensar que sao ESBL, porque sao mais comuns, nao descartando a
possibilidade da presenca de outras ESBLs nao descritas como frequentes, que nao foram

pesquisadas por PCR.

A tabela seguinte (Tabela 8), compara os resultados obtidos para Enterobacter
gergoviae, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli no Vitek, teste fenotipico e teste

molecular, e para as restantes estirpes pelo teste fenotipico e molecular.

Espécie Vitek Método difusdao em disco|  Teste molecular
Enterobacter
27,27% 73,73%
aerogenes
Enterobacter cloacae 20% 20%
Enterobacter
100% 100% 100%
gergoviae
Morganella morganii 28,57% 14,30%
Klebsiella
97,37% 70,18% 95,83%
pneumoniae
Escherichia coli 98% 59,52% 88,57%
Citrobacter sp 0% 0%
Proteus mirabilis 0% 100%
Serratia sp 50,36% 33,33%

Tabela 8 — Comparagao da percentagem de ESLBs encontradas pelo teste fenotipico

(antibiogramas) e pelo teste molecular (PCR).

Os resultados apresentados mostram uma grande discrepancia de valores entre a
pesquisa de P-lactamases pelo teste fenotipico comparativamente com o Vitek e teste

molecular. A elevada detecao pelo teste molecular de p-lactamases em Klebsiella
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pneumoniae (95,83%) nao se verificou no teste fenotipico (70,18%), assim como em
Escherichia coli (88,57% contra 59,52%). O fato de nao termos pesquisado pelo teste
fenotipico trinta e nove isolados de Klebsiella pneumoniae e os vinte e oito isolados de
Escherichia coli podera estar na base desta diferenga de resultados. No entanto,
poderemos concluir que, apesar de numa primeira analise possamos utilizar o método
fenotipico para dete¢ao de [-lactamases para iniciar a terapéutica, € importante a
realizagao do teste molecular quando o objetivo é a detegao de estirpes produtoras de 3-

lactamases.

9.5 Genotipagem dos isolados

No ultimo trabalho laboratorial realizado, procedeu-se a genotipagem dos isolados
com o objetivo de verificar a variabilidade genética nos isolados fornecidos. As Figuras 14,
I4a, 15 e |53, mostram a similaridade genética entre os isolados de cada espécie ou
género, tendo sido usado primers aleatérios, que ligam em varios locais do genoma. Foi
considerado que os isolados eram a mesma estirpe se o perfil de impressao digital de
DNA fosse igual, clonalmente relacionadas entre si se existisse uma a trés bandas de
diferenca, ou distintas geneticamente com mais de quatro bandas de diferenca.”> Um
clone pode ser definido como um grupo de isolados bacterianos recolhidos
independentemente em datas e locais diferentes, mas que apresentam uma estrutura

genética base homdloga, o que sugere uma origem filogenética comum.”

Através da andlise dos resultados obtidos através da técnica BOX-PCR, conclui-se
que nao existia muita variabilidade genética entre os isolados de Klebsiella pneumoniae,
uma vez que o perfil da eletroforese era idéntico na maioria das amostras, como se
verifica nas Figuras 14 e 14a. Analisando todos os isolados de Klebsiella pneumoniae,
encontraram-se apenas 5 perfis diferentes (A, B e C), com 3 muito semelhantes entre si
(Al, A2 e A3), o que indica a presenca de 3 clones em 96 amostras, que se encontram
disseminados pelos varios servicos hospitalares. Em relacio aos restantes isolados,

incluindo os de Escherichia coli, os resultados obtidos indicaram uma maior variabilidade
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genética, tendo sido encontrados 8 clones (A a H) nas 70 amostras estudadas de
Escherichia coli. Dentro de cada um dos clone ha ligeiras variagoes (de uma a duas bandas).
Estes clones podem ser provenientes de servigos diferentes, mas a semelhanga genética

entre eles indica uma origem comum.

Estes resultados sugerem que, no caso de Klebsiella pneumoniae, existe nos HUC
um clone multirresistente prevalente e altamente disseminado por varios servigos do
hospital, salientando a necessidade imperativa de se melhorar e implementar medidas de

controlo de infegao hospitalar mais eficiente, e dirigidas a este clone.

Relativamente a Escherichia coli, os isolados apresentam maior variabilidade
genética, denotando diversas origens, como por exemplo, individuos que entram no
hospital ja colonizados com isolados resistentes ou que adquirem resisténcia apos
hospitalizagao do doente submetido a varios regimes terapéuticos. Estes clones podem
existir ha ja algum tempo nos HUC, e porque apresentam uma enorme plasticidade
genética, tém vindo a evoluir e a adquirir novas resisténcias, como a aquisicao do
determinante da CTX-M. Neste caso, pode ser mais dificil o controlo da disseminagao
utilizando apenas as medidas gerais de controlo de infecao, pelo que os regimes

antibacterianos e a politica de antibidticos usada no hospital deve ser revista.

2

Trés dos isolados correspondiam a espécie Serratia marcescens. E preciso ter em
conta que este microrganismo pode apresentar resisténcia as solugoes desinfetantes e

antisséticas, usadas para desinfecao.
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Figura 14 — Eletroforese dos amplicoes obtidos pela BOX-PCR de alguns isolados de
Klebsiella penumoniae. (Clone Al — pogo 20, clone A2 — pogo 25, clone A3 — pogo 4,
clone B — pogo 26).
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Figura |14a — Eletroforese dos amplicoes obtidos pela BOX-PCR de alguns isolados de

Klebsiella penumoniae. (Clone C — pogo )
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Figura 15 — Eletroforese dos amplicoes obtidos pela BOX-PCR de alguns isolados de
Escherichia coli. (Clone A — pogo 20, clone B — po¢o 27, clone C — pogo 25, clone D —
pogo 30, clone E — pogo 32, clone F — pogo 29, clone G — po¢o 28).
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Figura |5a— Eletroforese dos amplicoes obtidos pela BOX-PCR de alguns isolados de

Escherichia coli. (Clone H — pogo 4)

Numa perspetiva geral, conclui-se que:

- De todos os isolados bacterianos estudados, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli

eram as espécies prevalentes;
- Muitos dos isolados foram recolhidos a partir de urina;

- Existe uma elevada percentagem de infe¢oes no trato urinario causadas por

Klebsiella pneumoniae, seguindo-se Escherichia coli;
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- A maioria das infegoes na trato respiratorio sao devidas a Klebsiella pneumoniae;

- Todos os isolados apresentam resisténcias a um preocupante elevado numero de

antibidticos, incluindo os de largo espetro;

- Os carbapenemos sao a unica classe de antibioticos realmente efetivos contra

bactérias produtoras de B-lactamases;

- A tigeciclina é o primeiro antibiotico de uma nova classe terapéutica, que podera

ser uma escolha alternativa aos carbapenemos;

- Através do método fenotipico Kirby-Bauer, foram detetadas uma elevada
percentagem de ESBL em Enterobacter gergoviae, Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli e uma elevada percentagem de Amp C em Serratia sp, Citrobacter sp e

Morganella morganii;

- Pelo método molecular, foram detetadas uma elevada percentagem de f-
lactamases do tipo CTX-M, principalmente em Escherichia coli, seguida da TEM,

destacando-se a elevada presenga de CTX, TEM e SHV em Klebsiella pneumoniae;

- Existe uma elevada similaridade genética entre os isolados estudados, tendo sido
identificados 5 clones em 96 amostras de Klebsiella pneumoniae (com 3 muitos
semelhantes entre si) e 8 clones em 70 amostras de Escherichia coli. Esta
semelhanga genética indica uma origem comum que resultou numa disseminagao

pelos diferentes servigcos do hospital.
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10. Conclusoes Finais

De forma conclusiva e tendo em conta todos os resultados apresentados, conclui-
se que existe uma elevada disseminagao de bactérias multirresistentes pelos servigos dos
HUC. E necessario alertar os profissionais de salide e a comissio de controlo de infecio
hospitalar para esta problematica, sensibilizar para as medidas de controlo de infegao
hospitalar como uma lavagem das maos efetiva, tomar as devidas precaugoes no contato
com doentes colonizados com bactérias produtoras de ESBLs, principalmente nos
servicos mais suscetiveis de contaminagao, como as unidades de cuidados intensivos,
pediatria, neonatologia, cirurgia. E preciso ter em conta que um doente internado
encontra-se imunodeprimido, logo suscetivel a contrair uma infecao hospitalar. Esta
suscetibilidade aumenta se o paciente for sujeito a terapias invasivas como os catéters
venosos e urinarios, endoscopias, havendo outros factores de risco como a ventilagao
mecanica e bebés prematuros com pouco peso, por isso, qualquer falha por parte dos
profissionais de saude contribui para a contaminagao e disseminagao de bactérias pelo
hospital. E importante orientar os médicos para a correta prescricio e administracio de
agentes antimicrobianos, nao a fazer de forma excessiva, e orientar a antibioterapia
consoante o microrganismo em questao. Para além das medidas a implementar nos
servicos hospitalares, existem outros comportamentos que devem ser evitados, como a
toma indiscriminada de antibioticos por parte da populagao, mesmo para constipagoes e
infecoes virais, impedir a cedéncia de antibidticos pelas farmacias sem prescricaio e
controlar a terapéutica utilizada na criagdo de animais e na agricultura, porque
infelizmente muitos dos antibidticos aprovados para uso humano sao administrados em
animais com nomes e para fins diferentes (descrito no Report of the Advisory Comittee on
Animal Antimicrobial Use Data Collection in the United States of the Alliance for the Prudent Use
of Antibiotics). Apesar do sucesso obtido na Holanda e na Escandinavia na diminuicao dos
niveis de resisténcia, implementar todas estas medidas numa escala global tem-se

demonstrado uma tarefa dificil.
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E necessario refletir sobre as graves consequéncias do uso indiscriminado de
antibidticos de maneira a diminuir a pressao seletiva destes sobre as bactérias e da

importancia de se adotar as medidas necessarias para o controlo de infegoes.
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