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APRESENTACAO

A microbiologia € um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos
microscopicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia,
reproducao, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o0 ambiente
além de aplicacdes biotecnolégicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza
células microbianas para analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia
aplicada ela é praticamente a linha de frente de avangos importantes na medicina,
agricultura e na industria.

De forma integrada e colaborativa a nossa proposta apoiada e certificada
pela editora Atena € apresentar aqui a obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em
microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos
do territério nacional contendo analises de processos bioldégicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os
avang¢os na area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel
os estudos desses seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa
e estudo, algumas das quais pretendemos demonstrar nesse primeiro volume da
obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em microbiologia”. Sabemos na atualidade
gue os microrganismos sao encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta
de conhecimento que havia antes da inven¢do do microscopio hoje ndo € mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes
como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

Acreditamos no potencial dessa obra em primeiro lugar pela qualidade dos
trabalhos aqui apresentados, e em segundo pelo campo em potencial para futuras
novas discussbes, haja vista que enfrentamos a questdo da resisténcia dos
microrganismos a drogas, identificacdo de viroses emergentes, ou reemergentes,
desenvolvimento de vacinas e principalmente a potencializagado do desenvolvimento
tecnolégico no estudo e aplicagdes de microrganismos de interesse.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sédo, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiol6gicos. Portanto a obra prop6e uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos em alguns campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras
para os demais pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Assim desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 13

ENTEROBACTERIAS PRODUTORAS DE BETA-
LACTAMASE DE ESPECTRO AMPLIADO (ESBL) EM
COPROCULTURA DE PACIENTES AMBULATORIAIS

Daniela Cristiane da Cruz Rocha

Instituto Evandro Chagas, Secéo de Bacteriologia
e Micologia, Laboratério de Enteroinfec¢des
Bacterianas, Ananindeua, PA, Brasil —
danielarocha@iec.gov.br

Erica Kassia Sousa Vidal

Instituto Evandro Chagas, Secéo de Bacteriologia
e Micologia, Laboratério de Enteroinfec¢des
Bacterianas, Ananindeua, PA, Brasil

Karina Lucia Silva da Silva

Instituto Evandro Chagas, Secéo de Bacteriologia
e Micologia, Laboratério de Enteroinfec¢des
Bacterianas, Ananindeua, PA, Brasil

Débora de Castro Costa

Instituto Evandro Chagas, Secéo de Bacteriologia
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Bacterianas, Ananindeua, PA, Brasil

Anderson Nonato do Rosario Marinho
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RESUMO: Nos ultimos anos tem se observado
um rapido aumento na resisténcia bacteriana
no mundo. Assim, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar isolados de enterobactérias
da determinacdo do perfil de
resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos e
pesquisa dos genes bla®™M, bla™ e bla®tV. A
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos
dos isolados foi avaliada pelo método de disco

através
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difusédo e pelo sistema automatizado VITEK 2.
Foram obtidos 176 isolados, distribuidos em
Enterobacter spp 42,86% (6/14), Klebsiella spp.
28,57% (4/14), Escherichia coli 14,28% (2/14),
Shigella flexneri 14,28% (2/14), destes 7,95%
(14/176) apresentaram perfil de resisténcia
aos antimicrobianos B-lactamicos, os testes de
suscetibilidade demonstrando que 100% das
amostras foram resistentes a ampicilina e as
cefalosporinas de primeira e segunda geracao,
85% foram resistentes a cefalosporina de
terceira geracao e 9% resistente a cefalosporina
de quarta geracdo. Também foi identificado um
isolado de Escherichia coliresistente a todas as
cefalosporinas, incluindo as de amplo espectro
e ao aztreonam e um isolado de Enterobacter
spp resistente ao ertapenem. A analise genética
dos isolados positivos para a producao de
ESBL, identificou o gene bla®™™ em 92,85%
(13/14) (Enterobacter spp, 5; Klebsiella spp
,4; Shigella flexneri, 2 e Escherichia coli, 2),
bla™ em 21,43% (3/14) (Enterobacter spp, 2
e Klebsiella spp., 1) e a combinacéo dos genes
blac™M e bla™ foi encontrado em 14,28%
(2/14). Os resultados deste estudo demonstram
que a avaliagdo continua da resisténcia aos
B-lactamicos é extremamente importante,
evidenciando o valor de um monitoramento
continuo e estratégias eficientes para diminuir
a propagacao destes agentes.

PALAVRAS-CHAVE: f-lactamases, ESBL,
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Resisténcia antimicrobiana, Enterobactérias.

ENTEROBACTERIA PRODUCERS OF EXTENDED-SPECTRUM BETA-
LACTAMASE (ESBL) IN AMBULATORY PATIENTS COPROCULTURE

ABSTRACT: In recent years there has been a rapid increase in bacterial resistance in
the world. Thus, the objective of this work was to characterize isolates of enterobacteria
by determining the resistance profile to B-lactam antimicrobials and bla®™M, bla™" and
blaS"V gene research. The susceptibility to the antimicrobial agents of the isolates was
evaluated by disk diffusion method and the VITEK 2 automated system. 176 isolates,
distributed in Enterobacterspp 42.86% (6/14), Klebsiellaspp. 28.57% (4/14), Escherichia
coli14.28% (2/14), Shigella flexneri 14.28% (2/14), 7.95% of these (14/176) presented
B-lactams antimicrobial resistance profile, susceptibility testing demonstrating that
100% of the samples were resistant to ampicillin and cephalosporins of first and second
generation, 85% were resistant to third generation cephalosporins and 9% resistant
to fourth generation cephalosporin. It was also identified a cephalosporin-resistant
Escherichia coli isolate, including those of broad spectrum and aztreonam and an
Enterobacter spp isolate resistant to ertapenem. Genetic analysis of positive isolates
for the production of ESBL, identified the bla ™M gene at 92.85% (13/14) (Enterobacter
spp, 5; Klebsiella spp, 4; Shigella flexneri, 2 and Escherichia coli, 2), bla™" at 21.43%
(3/14) (Enterobacter spp, 2 and Klebsiella spp., 1) and the combination of genes
bla®™M and bla™" was found at 14.28% (2/14). The results of this study demonstrate
that continuous evaluation of B-lactam resistance is extremely important, highlighting
the value of continuous monitoring and efficient strategies to slow the spread of these
agents.

KEYWORDS: B-lactamase, ESBL, Antimicrobial resistance, Enterobacteria.

11 INTRODUCAO

Enterobactérias produtoras de ESBL, (do inglés, Extended Spectrum
B-lactamases) sao reconhecidas como importantes agentes etiolégicos causadoras
de infeccbes do trato urinario, pneumonias, septicemias, meningites entre outras
inUmeras infec¢cdes (Manyahi et al., 2017). Essas foram capazes de se adaptar as
profundas modificagbes farmacoldgicas ocorridas nas ultimas trés décadas, sendo
descritas em percentuais endémicos e epidémicos em hospitais de todo 0 mundo
(Hizajii et al., 2016).

As ESBLs séo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de primeira a
quarta geracao e o monobactamico aztreonam, minimizando as op¢des terapéuticas
(Manyahi et al., 2017). A utilizagcdo excessiva ou inadequada dos antibidéticos em
humanos e animais acelerou o aparecimento e a propagacao de bactérias resistentes
(Chandramohan & Revell 2012). Além disso, os genes que codificam estas enzimas
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fazem parte de elementos genéticos moveis como integrons, transposons e
plasmideos que podem ser disseminados horizontalmente entre diferentes bactérias,
0 que representa um risco epidemioldgico (Persoons et al., 2010; Seki et al., 2013).
Assim, o rapido reconhecimento de amostras produtoras destas enzimas é importante
para a selecao do agente antimicrobiano adequado para o tratamento da infeccéao.

As B-lactamases sdo enzimas que conferem resisténcia através de hidroxilizagao
irreversivel da ligacdo amida do anel B-lactamico, inibindo a biossintese da
camada do peptideoglicano, principal constituente da parede celular das bactérias,
comprometendo a integridade da parede celular e levando a lise celular (Madigan,
2016). Sao codificadas por genes chamados bla, (bla™V, bla*", bla®™M) que podem
estar presentes no cromossomo bacteriano ou em plasmideos. A expressao desses
genes pode ser induzida pela presenca dos antibidticos B-lactamicos ou estar
continuamente ativada. Assim, as B-lactamases podem estar presentes de forma
induzivel ou constitutiva (Carattoli, 2013).

A proporcéao de bactérias produtoras de ESBL ocasionando infeccbes em todas
as regides do mundo é alta (Hawkey & Jones, 2009). As ESBLs sao as principais
responsaveis no que diz respeito as infeccbes nosocomiais e comunitarias por
membros da familia Enterobacteriaceae (Hizajii et al., 2016). Atualmente, a frequéncia
do aparecimento de cepas multirresistentes que produzem ESBL é cada vez maior,
contudo, estas bactérias sdo menos frequentes na Europa do que na América Latina
(Coque et al., 2008). No Brasil, a producao de ESBL em enterobactérias € alarmante,
pois ja tem sido descritas variantes do tipo bla®™M, bla™M, bla®tV, entre outras (Silva
& Lincopan, 2012).

Apesar de existirem muitas pesquisas relatando indices e mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos em enterobactérias em diferentes paises
e instituicbes, mostrando as tendéncias regionais e globais, dados locais séo
essenciais para poder direcionar as intervencdes, a fim de conter os problemas a
serem causados por esses microrganismos multirresistentes.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra Populacional Estudada

A amostragem foi constituida de 176 cepas bacterianas, de amostras
ambulatoriais, isoladas de coprocultura no periodo de 2012 a 2016 do Estado do
Para. Com registro do comité de ética CAAE: 52530916.0.0000.0019.

2.2 Manutencao das amostras

As amostras armazenadas em Agar estoque (Difco, U.S.A) foram repicadas
para o caldo Luria Bertani (LB) (Difco, U.S.A) e incubadas em estufa na temperatura

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia Capitulo 13




de 37°C durante 24 horas. Ap6s a turvacéo do caldo uma aliquota foi semeada
em placas de agar MacConkey (Difco, U.S.A) e incubada a 37°C por 24 horas.
ApOs a incubacgéo, as amostras foram submetidas ao teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos realizado através de disco-difuséo e por automacéo no equipamento
VITEK® 2 (BioMérieux).

2.3 Analise da Susceptibilidade a Agentes Antimicrobianos

A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados no periodo
de 2012 a 2014 foi avaliada pelo método de disco-difusdo de acordo com as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2012) com
0s seguintes antimicrobianos: amoxacilina/acido clavulanico (110 mcg), cefalotina
(30 mcg), ceftazidima (30 mcg}, cefoxitina (30 mcg), aztreonam (30 mcg) (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra) e pelo sistema automatizado VITEK® 2 (BioMérieux). Ja as
amostras bacterianas referentes ao periodo de 2015 a 2016 foram submetidas ao
teste apenas pelo sistema automatizado VITEK® 2 (BioMérieux) utilizando o cartao
AST-238, onde foram seguidas as instru¢des do fabricante.

2.4 Controle de qualidade para testes de suscetibilidade aos antimicrobianos

As analises de controle de qualidade para os testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos foram utilizadas cepas American Type Culture Colletion (ATCC). A
K. pneumoniae ATCC 700603 produtora de ESBL e a Escherichia coli ATCC 25922
nao produtora de ESBL, foram utilizadas como controle de qualidade para todos os
teste. A interpretacéo dos resultados foi realizada utilizando os limites preconizados
para cada ATCC (CLSI, 2012).

2.5 Extracao do DNA bacteriano e PCR para ESBL

Para a extracdo do DNA bacteriano foi utilizado o kit DNA 1Q (Promega)
seguindo as recomendacdes do fabricante. Cada reacdo de amplificacéo teve um
volume final 25uL, contendo 20ng de DNA, 10 Mm Tris-HCI, pH 8,5, 50 mMKClI,
1,5/uM MgCI2, 1,25 mM de cada dNTP, 1,25 mM de cada primer e 0,5 unidade
de Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen). Incubadas em termociclador modelo
Vereti™ 96-Well Thermal Cycler (AppliedBiosystems—US). Apos a amplificacédo para
visualizacao do produto final da PCR, todas as amostras foram aplicadas em gel de
agarose (2%) com marcador de peso molecular 1Kb, juntamente com os controles
positivo e negativos.
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Primer Sequéncia (5'->3') Amplicon Referéncia

bla™"-R ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 1080 pb Schmitt et al., 2007.
bla™"-F GACAGTTACCAATGCTTAATCA

blas?"-R AAAGATCCACTATCGCCAGCAG 231 pb  Naseshi et al., 2010
blasHv-F ATTCAGTTCCGTTTCCCAGCGG

bla®™-R TTTTTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 544 pb Edelstein et al., 2003
blat™-F CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados para amplificacao de genes codificadores de
B-lactamases do tipo bla®™M, bla™" e bla®V.

3| RESULTADOS

3.1 Género/faixa etaria

A tabela 2 apresenta o total e o percentual da faixa etaria/género envolvidos
nos casos de pacientes com amostras positivas para bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriacae, transcritas das fichas clinico-epidemiol6gicas que foram isoladas
através de coprocultura durante o periodo de 2012 a 2016. Do total de amostras
analisadas, 57,95% (102/176) sao pertencentes ao género masculino e 42,04%
(74/176) sao pertencentes ao sexo feminino. A idade dos pacientes variou de 0 a 80
anos de idade (Tabela2).

GRUPOS FAIXA ETARIA MASCULINO FEMININO TOTAIS
o+ (%%6)** Ne* (%)* Ne* (o)
CRIANCAS Oai2 14 7.95% 17 9.65% 31 17,61%
ADOLESCENTES 13a18 11 6,25% - 11 6.25%
ADULTOS 19 a 80 67 38,06% 51 28.9% 118 67,04%
N.L 10 5,68 6 3,4% 16 9,09%
SUBTOTAIS 102 57,895% 74 42,04% 176  100%

Tabela 2 — Distribuicao de faixa etaria/género de pacientes isolados com enterobactérias no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2016.

*N.I= Néo Informado **Sinal convencional utilizado: - Dado numérico igual a zero nao resultante de
arredondamento.

3.2 Locais de Ocorréncia

Durante o periodo de levantamento de dados (janeiro de 2012 a dezembro
de 2016), verificou-se a ocorréncia de pacientes infectados com enterobactérias
patogénicas em 30 municipios (Grafico 1).

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia Capitulo 13



80 75
70
60
50

30 19
20
10 6373322111111111111111111111

0 _______________________
5 49 S ; N o O
L FTEFF L FEEEEEL TS NS SEES Q\&"w‘,c? ST ?@\‘*&%@0
FTSEFT T FTLETFTF FC LR F P Yo PP F R FE
A & o P & & LY o ® e T F O P L0
& é;{\ S &P Q@’&o ST ¥ ¥ v 0@"‘ < QQQY \(,vg“%@‘” s \4‘\"0‘9 S
0 \
O N & s ke RS Q,,\\S & Ny
7Y C ¢ & ¥
ng, \S O(J 0(3
c;?‘O e ‘:}? ;;\‘r"
B MUNICIPIOS

Graéfico 1 — Distribuicao de pacientes de acordo com os municipios no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de
2016.

3.3 Cepas Patogénicas Isoladas

Foram analisadas 176 amostras de cepas patogénicas. As amostras estudadas
foram distribuidas em 16,4% (29/176) amostras do ano de 2012, 9,6% (17/176)
amostras do ano de 2013, 23,8% (42/176) amostras do ano de 2014, 3,4%
(6/176) amostras do ano de 2015, e 46,5% (46,5%) amostras do ano de 2016.
As enterobactérias isoladas estao descritas na Tabela 3. A Salmonella Typhi foi o
microrganismo mais isolado (36,9%) seguido Enterobacter spp (21,5%) e Salmonella
spp (14,7%), respectivamente.

Enterobactérias

patogénicas isoladas N (%)
Salmonella Typhi 65 36,9%
Enterobacter spp 38 21,5%
Salmonella spp 26 14,7%
Klebsiella spp. 23 13,0%
Escherichia coli 10 5,6%
Shigella flexneri 6 3,4%
Shigella sonnei 3 1,7%
Proteus mirabillis 3 1,7%
Shigella dysenterie 1 0,56%
Klebsiella pneumoniae 1 0,56%
TOTAL 176 100%

Tabela 3 — Frequéncia de microrganismos isolados pertencentes a familia Enterobacteriaceae
do periodo de 2012 a 2016.

3.4 Deteccao fenotipica de B-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Os resultados obtidos do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, a
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Escherichia colifoi o Unico microrganismo que apresentou resisténcia as penicilinas,
cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geracdo e o monobactamico
aztreonam (Tabela 4).

Antibiéticos Escherichia coli

uy)

Ampicilina (AMP)
Ampicilina+Sulbactam (ASB)
Piperacilina+Tazobactam (PPT)
Cefuroxima (CRX)

Cefuroxima axetil (CRXXx)
Ceftazidima (CAZ)

Cefoxitina (CFO)

Ceftriaxona (CRO)

Cefepime (CPM)

Ertapenem (ERT)

Imipenem (IPM)

Meropenem (MER)

Amicacina (AM)

Gentamicina (GEN)
Ciprofloxacina (CIP)

Tigeciclina (TIG)

Colistina (COL)

Cefalotina (CFL)

Aztreonam (ATM)
Amoxacilina+Acido Clavulanico (AMC)
Sulfametoxazol+Trimetroprim (SUT)
Nitrofurantoina (NIT)
Norfloxacin (NOR)

w »nw -1V DT OLOLITITOHOOE®KOIIOO-— T JT VD

uy)

Tabela 4 - Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos do isolado de Escherichia coli.

*S=Sensivel; R=Resistente; I=Intermediario.

O sistema automatizado VITEK 2 foi utilizado para a triagem das 176 amostras,
onde foram observados resultados sugestivos para a producdo de ESBL em 7,95%
dos isolados (14/176). Na tabela 5, esta relacionada a distribuicdo das espécies
isoladas sugestivas de producédo de ESBL. Foi observado que dentre os 4 isolados
0 género Enterobacter spp (42,85%) foi o microrganismo mais isolado seguido de
Klebsiella spp (28,57%). Ja os isolados de Shigella flexneri e Escherichia coli foram
0s menos detectados com 14,28% de frequéncia cada uma.
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Enterobactérias com fenétipo

positivo para producao de ESBL N (%)
Enterobacter spp 6 42,85%
Klebsiella spp. 4 28,57%
Escherichia coli 2 14,28%
Shigella flexneri 2 14,28%
TOTAL 14 100%

Tabela 5: Distribuicéo das enterobactérias sugestivas de produgéo de ESBL.

O grafico 2 demonstra os resultados obtidos do perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos realizado nas 14 amostras positivas na triagem para a producao
de ESBL, observou-se que 100% das amostras analisadas foram resistentes a
ampicilina e as cefalosporinas de 12 e 2% geracao (cefalotina, cefuroxima e cefuroxima
axetil), 85% dos isolados demonstraram resisténcia a cefalosporina de 3% geracao
(ceftriaxona). Quanto a cefalosporina de 42 geracéo (cefepima) o perfil de resisténcia
foi de 9%.

TS 23
NF 23
28

NA 42
AM =i 28
ER ==4
CF 85
CX 90
Pl g
AP el 100
0 20 40 60 80 100

100
100

M Resisténcia (%)

Grafico 2- Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos entre amostras pertencentes a familia
Enterobacteriaceae utilizando o VITEK 2.

*AP=Ampicilina; XL=Amoxilicina/Acido clavulanico; Pl=Piperacilina; CE=Cefalotina; CX= Cefuroxima; )
CF=Ceftriaxona; CP=Cefepima; ER=Ertapenem; ME=Meropenem; AM= Amicacina; GN=Gentamicina; NA= Acido
Naldixico; Cl=Ciprofloxacino; NF= Norfloxacino; NI= Nitrofurantonoina; TS= Trimetroprim/Sulfametoxazol.

3.5 Deteccao genotipica de ESBL

A deteccdo dos genes de resisténcia aos B-lactdmicos foi realizada através
da técnica de PCR nas 14 amostras (Enterobacter spp (n=6), Klebsiella spp. (n=4),
Shigella flexneri (n=2) e Escherichia coli (n=2)) que obtiveram um perfil de resisténcia
apoOs triagem fenotipica para deteccao de ESBL. Foram pesquisados os genes
bla®™M bla™ e blas"V. O gene codificador de ESBL do tipo bla®™M foi detectado
em 13 isolados de Enterobacter spp (5), Klebsiella spp (4), Shigella flexneri (2) e
Escherichia coli (2). Ja o gene codificador de ESBL do tipo bla™M foi detectado em
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isolados de Enterobacter spp (n=2) e Klebsiella spp. (n=1).

O gene bla°™Mfoi 0 mais encontrado, sendo detectado em 92% (13/14) das
amostras analisadas, seguido por bla™ com 21% do total (3/14). Os genes bla®™M
e bla™M foi encontrado em 14% (2/14) dos isolados estudados, respectivamente. O
gene bla®"V nao foi amplificado em nenhuma das amostras.

GENES CODIFICADORES DE
B-LACTAMASES
Espécie/Género
blac™M bla™™ blasH
n (%) n (%) n (%)
Enterobacter spp (n=6) 5 (83%) 2 (50%) -
Klebsiella spp. (n=4) 4 (100%) 1 (1%) -
Shigella flexneri (n=2) 2 (100%) - -
Escherichia coli (n=2) 2 (100%) - -
TOTAL 13 (92%) 3 (19%) -

Tabela 5: Distribuicdo dos genes codificadores de B-lactamases de acordo com a espécie/
género.

Sinal convencional utilizado: - Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento.

4 | DISCUSSAO

O género masculino foi mais infectado pelas enterobactérias com 57,95% e
42,05% para o sexo feminino, resultados similares ao encontrado no estudo de
Rugini et al., 2015, que estudaram a ocorréncia de ESBL em enterobactérias em um
hospital no Rio Grande do Sul e obtiveram uma porcentagem de 65,5% para o sexo
masculino e 37,5% para o sexo feminino.

A faixa etaria em que houve o maior isolamento das enterobactérias produtoras
de ESBL, foi acima de 19 anos (67,04%) discordante do estudo realizado por Rugini
et al., 2015, no qual a idade média dos pacientes foi acima de 61 anos.

A frequéncia de isolados produtores de ESBL entre as enterobactérias
provenientes de pacientes ambulatoriais neste estudo foi de 7,95%, uma porcentagem
menor que o observado por Nogueira et al., 2015 que estudaram a prevaléncia de
ESBL entre enterobactérias em um hospital de grande porte do Parana, e obteve uma
prevaléncia de 21,3% e Seki et al., 2013 em um estudo com amostras pertencentes a
familia Enterobacteriaceae de isolados de hemoculturas coletadas de hospitais do Rio
de Janeiro que obteve uma porcentagem de 40,2%.

Estudos com bactérias multirresistentes de origem hospitalar, sdo comuns
atualmente, principalmente por ser um ambiente onde a pressao seletiva é grande
devido ao uso constante de antimicrobianos. Porém, a pesquisa de bactérias
resistentes na comunidade é importante para demonstrar a disseminacéo de tais
bactérias fora do ambiente hospitalar. O que traz a discussao os diversos fatores que
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podem contribuir para a resisténcia bacteriana fora do ambiente hospitalar, como o
uso indiscriminado de antibibticos, a descontinuidade do tratamento, esquecimentos
durante o tratamento, prescricdo médica empirica, entre outros (Abreu et al., 2012;
Reis et al., 2013).

Em um dos isolados, a Escherichia coli foi identificada como o microrganismo
produtor de ESBL, tanto no método de antibiograma automatizado (VITEK 2)
como no de disco-difusdo, apresentando resisténcia as cefalosporinas de primeira
a quarta geracado, penicilina, aminoglicosideos, fluorquinolonas, quinolonas e
aztreonam. Demonstrando que este isolado detectado possui elevados indices de
resisténcia aos antibiéticos atualmente prescritos, levando a escolha terapéutica, os
carbapenémicos. Em um estudo envolvendo 354 isolados clinicos de Escherichia
coli, de cinco unidades ambulatoriais e hospitalares, no periodo de outubro de 2002 a
maio de 2003, no Rio de Janeiro, foram encontrados 8 isolados produtores de ESBL,
ou seja, em 2,2% desses (Del Peloso et al., 2010). Nogueira et al., 2006 estudaram
498 isolados de pacientes de um hospital universitario em Curitiba, no periodo de
2003 a 2004, e determinaram que 7,2% eram de Escherichia coli produtoras de
ESBL, ou seja 2,2% desses. No mesmo sentido, Lago et al. 2010 em seu estudo
de 838 isolados bacterianos, de pacientes hospitalizados em Passo Fundo, RS
no periodo de julho a dezembro de 2007, foram identificados 96 Escherichia coli e
11,4% destas eram ESBL. Flores, et al., 2014 também demonstrou, em seu estudo
que de 44 isolados de Escherichia coli de culturas provenientes de pacientes de
terapia intensiva (UTI), 12% eram de isolados bacterianos produtores de ESBL. Os
dados demonstram um aumento na porcentagem de isolamento de Escherichia coli
produtora de ESBL no Brasil, com o passar dos anos.

A producao de ESBL em enterobactérias é uma importante causa de falha no
tratamento da infeccdo quando ha uso de cefalosporinas, analisando os dados
obtidos, € possivel observar que dois isolados um de Enterobacter spp e um de
Escherichia coli foram resistentes as cefalosporinas de 1% a 4 geracdo. Todas as
amostras indicativas de ESBL foram resistentes as cefalosporinas de 12 geracao e
90% das amostras foram resistentes as cefalosporinas de 2% e 3% geragao. Isso é
devido a existéncia de uma variedade de genétipos para ESBL, derivada das enzimas
TEM, SHV e CTX-M, essas enzimas e suas variantes conferem cada uma diferentes
afinidades na hidrélise de B-lactamicos como as penicilinas e as cefalosporinas,
podendo refletir no antibiograma com cepas que apresentam sensibilidade a uma
cefalosporina de 32 geracao e resisténcia a uma outra cefalosporina (Flores, et al.,
2014; Soares, 2013).

A terapia de infec¢cdes ocasionadas por enterobactérias produtoras de ESBL
€ comumente dificil, uma vez que esses microrganismos podem nao ser somente
resistentes aos antibidticos B-lactamicos e o aztreonam, mas séo frequentemente
associados a resisténcia a outras classes de antimicrobianos (Sa, 2010), neste
estudo as enterobactérias produtoras de ESBL analisadas mostraram-se suscetiveis
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a outras classes de antibi6ticos, como 0 aminoglicosideo, a gentamicina obteve 28%
de resisténcia entre as amostras analisadas e entre as quinolonas, o acido nalidixico
obteve 42% de resisténcia, norfloxacino com 23% de resisténcia e ciprofloxacino
com 28% de resisténcia, identificou-se também resisténcia de 4% ao carbapenémico
ertapenem.

O microrganismo de maior prevaléncia da enzima ESBL apés atriagem fenotipica
foi Enterobacter spp (42,85%) e Klebsiella spp (28,57%) o que difere de outros
trabalhos que relatam a Escherichia coli como a espécie mais identificada como
produtora de ESBL, seguida por Klebsiella spp (Schwaber et al., 2005; Gralha et al.,
2011). Contudo, o trabalho de Nogueira et al. 2015 corrobora com os resultados do
presente estudo em que o género Enterobacter spp foi o de maior prevaléncia em
producéo de ESBL.

Neste estudo, o tipo predominante de ESBL foi o blaCTX'M, presente em 92%
das amostras sugestivas de producdo de ESBL. Segundo, trabalhos realizados
no Brasil, como em S&o Paulo, Rio Grande do Sul e Parana (Mana et al., 2012;
Tollentino et al., 2011; Nogueira et al., 2015) relatam que o gene CTX-M é o mais
frequente encontrado entre as ESBL, principalmente na América do Sul (Tollentino
et al., 2011; Wollheim et al., 2011). Celenza et al., 2006 detectaram em seu estudo
na Bolivia, genes bla™Mem 92% das enterobactérias estudadas, um percentual igual
aos valores do presente estudo.

O gene bla" " foi o segundo gene mais encontrada neste estudo, pois foi
encontrada em 19% das amostras indicativas de produg¢ao de ESBL. Essa enzima ja
foi relatada no Brasil, porém é menos comum em relacao ao bla®™M e bla®"V (Nogueira
et al., 2015). E importante ressaltar que os resultados da PCR para os genes bla" "
e bla®™M nas amostras estudadas permitiram detectar mais de uma tipo de gene
em um mesmo isolado, com frequéncia de 14,2% para os genes bla®™M/bla™M,
Wollheim et al., 2011 através da analise genotipica de enterobactérias produtoras
de ESBL isoladas de comunidade e hospitais obteve resultados semelhantes ao do
presente estudo, onde foi detectado em 7,8% de seus isolados a combinacao dos
genes bla™Me bla™M,

51 CONCLUSAO

Nos ultimos anos o uso inadequado de antimicrobianos na clinica tem gerado
o aumento nos casos de resisténcia. Os resultados deste estudo demonstram
que a avaliacdo continua da resisténcia aos -lactdmicos em enterobactérias é
extremamente importante, pois ficou comprovado a permanéncia e a disseminacao
de enterobactérias produtoras de B-lactamases, evidenciando a importancia de
uma avaliacéo continua e estratégias eficientes para diminuir a propagacéo destes
agentes. A producédo de ESBL no presente estudo foi evidenciada, tornando-se
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preocupante, pois na clinica a producédo de ESBL limita a eficacia de antibiéticos
B-lactdmicos e até outras classes de antimicrobianos.

REFERENCIAS

ABREU AG, MARQUES SG, MONTEIRO-NETO V, GOLCALVES AG. Extended-spectrum 3—
lactamase producing enterobacteriaceae incommunity-acquired urinary tract infections in Séao Luis,
Brazil. Brazilian Journal of Microbiology. 2012. v. 44, n. 2, p. 469-471.

CARATTOLI A. Plasmids and the spread of resistance. Int J Med Microbiol. 2013 303:298-304.

CELENZA G, PELLEGRINI C, CACCAMO M, SEGATORE B, AMICOSANTE G, PERILLI M. Spread
blaCTX-M-type and blaPER-2 beta-lactamase gene in clinical isolates from Bolivian hospital. J
Antimicrob Chemother. 2006; 57: 9975-978.

CHANDRAMOHAN L, REVELL PA. Prevalence and molecular characterization of extended-spectrum-
B-lactamase-producing Enterobacteriaceae in a pediatric patient population. Antimicrob. Agents
Chemother. 2012. 56:4765-4770.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). Document for Antimicrobial
Susceptibility testing. Informational Suplement Document M100 S15. CLSI- Pennsylvania, USA.
2012.

COQUE TM, NOVAIS A, CARATTOLI A, POIREL L, PITOUT J, PEIXE L, et al. Dissemination of
clonally related Escherichia coli strains expressing extended-spectrum B-lactamase CTX-M-15. Emerg
Infect Dis. 2008.v. 14, n.2, p. 195-200.

DEL PELOSO PF, BARROS MFL, SANTOS FA. Sepse por Serratia marcescens KPC. J. Bras. Patol.
Med. 2010. Lab. v. 46, n. 5, p. 365-367.

FLORES, C. et al. Deteccao de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli produtoras de beta-
lactamases de espectro estendido em culturas de Vigilancia de Unidade de Terapia Intensiva no
municipio do Rio de Janeiro. in: Simpdésio Internacional de Microbiologia Clinica, 4, 22-24 out.
2014, Jodo Pessoa.

GRALHAR. E. F. Métodos de pesquisa de betalactamases em amostras clinicas — estudo de
revisao. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias da
Saude, Universidade Fernando Pessoa. Portugal, 2011.

HAWKEY, PM; JONES, AM. The changing epidemiology of resistance. J Antimicrob Chemother.
2009. v.64, p.3-10.

HIZAJI SM; FAWZI MA; ALI FM; GALIL AE; Prevalence and characterization of extended-spectrum
beta-lactamases producing Enterobacteriaceae in healthy children and associated risk factors. Ann
Clin Microbiol Antimicrob. 2016. 15:3.

LAGO A, FUENTEFRIA SR, FUENTEFRIA DB. Enterobactérias produtoras de ESBL em Passo Fundo,
estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 2010 vol. 4, n. 4.

MADIGAN, D. M. Microbiologia de Brock .14 Ed. Editora: Artmed. 2016.

MANA M, BONASSI N, ROMANELLI S, SVIDZINSK TIE, LEMES RML. Prevaléncia de Klebsiella spp.
ESBL isolada em Hospital Escola do Sul de Minas Gerais. Revista da Universidade Vale do Rio
Verde. 2014. v.12, n. 2, p. 497-506.

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia Capitulo 13




MANYAHI J, MOYO, SJ, TELLEVIK, MG, NDUGULILE F, URASSA W, BLOMBERG B et al. Detection
of CTX-M-15 beta-lactamases in Enterobacteriaceae causing hospital - and community-acquired
urinary tract infections as early as 2004, in Dares Salaam, Tanzania. BMC Infect Dis. 2017. 17: 282.

NOGUEIRA KS, CONTE D, MAIA FV, DALLA-COSTA LM. Distribuition of extended-spectrum
B-lactamase types in a Brazilian tertiary hospital. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical. 2015. 48(2). p. 162-169.

NOGUEIRA KS, HIGUTI IH, NASCIMENTO AJ, TERASAWA LB, OLIVEIRA S, MATOS AP. Occurrence
of extended-spectrum beta-lactamases in Enterobacteriaceae isolated from hospitalized patients in
Curitiba, southern Brazil. Braz J Infect Dis. 2006. v. 10, n.6, p. 390-5.

PERSOONS D, HAESEBROUCK F, SMET A, HERMAN L, HEYNDRICKX M, MARTEL A, et al. Risk
factors ceftiofur resistance in Escherichia coli from Belgian broilers. Epidemiol. Infect. 2010. p. 1-7.

REIS HPLC, VIEIRA JB, MAGALHAES DP, DANUSIO PS, FONSECA DB, VIANA MD, et al. Avaliagéo
da resisténcia microbiana em hospitais privados de Fortaleza — Ceara. Revista Brasileira de
Farmacia. 2013.v. 94, n. 1, p. 83-87.

RUGINI CL, SOBOTTKA AM, FUENTEFRIA DB. Occurrence and sensitivity profile of extended
spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae at a tertiary hospital in Southern Brazil.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. 2015. 48(6). p. 692-698.

SA, C. M. F. ESBL em enterobactérias no Centro Hospitalar Pévoa de Varzim/Vila do Conde.
2010. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Departamento de Biologia, Universidade de Aveiro,
Portugal, 2010.

SCHWABER MJ, NAVON-VENEZIA S, SCHWARTZ D, CARMELI Y. High levels of antimicrobial
coresistance among extended-spectrum-f-lactamase producing Enterobacteriaceae. Antimicrob
Agents Chemother. 2005. 49:2137-2139.

SEKI LM, PEREIRA PS, DE SOUZA CONCEICAO M, SOUZA MJ, MARQUES EA, CARBALLIDO

JM, et al. Molecular epidemiology of CTX-M producing Enterobacteriaceae isolated from bloodstream
infections in Rio de Janeiro, Brazil: Emergence of CTX-M-15. Braz J Infect Dis. 2013 Nov. 17 (6): 640-
6.

SILVA KC, LINCOPAN N. Epidemiologia das betalactamases de espectro estendido no Brasil: Impacto
clinico e implicagcbes no agronegécio. J Bras Patol Med Lab. 2012. v.48. n2. p.91-99.

SOARES, S. F. Epidemiologia de estirpes produtoras de ESBL em ITU. 2013. Tese (Doutorado em
Bioquimica) - Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro, Portugal, 2013.

TOLLENTINO FM, POLOTTO M, NOGUEIRA ML, LINCOPAN N, NEVES P, MAMIZUKA EM, et
al. High prevalence of bla®™Mextended spectrum beta-lactamase genes in Klebsiella pneumoniae
isolates from a tertiary care hospital: first report of bla bla bla and bla,, ,,,5in Brazil.
Microb Drug Resist. 2011.v. 17, n. 1, p. 7-16.

SHV-12’ SHV-31’ SHV-38

WOLLHEIM C, GUERRA IMF, CONTE VD, HOFFMAN SP, SCHREINER FJ, DELAMARE APL, et
al. Nosocomial and community infections due to class A extended-spectrum B-lactamase (ESBLA)-
producing Escherichia coli and Klebsiella spp. in southern Brazil. Braz J Infect Dis. 2011. v. 15.

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia Capitulo 13



SOBRE O ORGANIZADOR

BENEDITO RODRIGUES DA SILVA NETO - Possui graduacdo em Ciéncias Biologicas pela
Universidade do Estado de Mato Grosso (2005), com especializagdo na modalidade médica
em Analises Clinicas e Microbiologia (Universidade Candido Mendes - RJ). Em 2006 se
especializou em Educacéo no Instituto Araguaia de Pds graduacdo Pesquisa e Extenséo.
Obteve seu Mestrado em Biologia Celular e Molecular pelo Instituto de Ciéncias Biol6gicas
(2009) e o Doutorado em Medicina Tropical e Saude Publica pelo Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica (2013) da Universidade Federal de Goias. Pds-Doutorado em
Genética Molecular com concentragdo em Protedmica e Bioinformatica (2014). O segundo
P&s doutoramento foi realizado pelo Programa de P6s-Graduacéao Stricto Sensu em Ciéncias
Aplicadas a Produtos para a Saude da Universidade Estadual de Goias (2015), trabalhando com
o projeto Andlise Global da Genémica Funcional do Fungo Trichoderma Harzianum e periodo
de aperfeicoamento no Institute of Transfusion Medicine at the Hospital Universitatsklinikum
Essen, Germany. Seu terceiro P6s-Doutorado foi concluido em 2018 na linha de bioinformatica
aplicada a descoberta de novos agentes antifingicos para fungos patogénicos de interesse
médico. Palestrante internacional com experiéncia nas areas de Genética e Biologia Molecular
aplicada a Microbiologia, atuando principalmente com os seguintes temas: Micologia Médica,
Biotecnologia, Bioinformética Estrutural e Funcional, Proteémica, Bioquimica, interacao
Pat6geno-Hospedeiro. Sécio fundador da Sociedade Brasileira de Ciéncias aplicadas a Saude
(SBCSaude) onde exerce o cargo de Diretor Executivo, e idealizador do projeto “Congresso
Nacional Multidisciplinar da Saude” (CoNMSaude) realizado anualmente, desde 2016, no
centro-oeste do pais. Atua como Pesquisador consultor da Fundacao de Amparo e Pesquisa do
Estado de Goias - FAPEG. Atuou como Professor Doutor de Tutoria e Habilidades Profissionais
da Faculdade de Medicina Alfredo Nasser (FAMED-UNIFAN); Microbiologia, Biotecnologia,
Fisiologia Humana, Biologia Celular, Biologia Molecular, Micologia e Bacteriologia nos cursos
de Biomedicina, Fisioterapia e Enfermagem na Sociedade Goiana de Educacédo e Cultura
(Faculdade Padrao). Professor substituto de Microbiologia/Micologia junto ao Departamento
de Microbiologia, Parasitologia, Imunologia e Patologia do Instituto de Patologia Tropical
e Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias. Coordenador do curso de
Especializagdo em Medicina Genémica e Coordenador do curso de Biotecnologia e Inovacdes
em Saude no Instituto Nacional de Cursos. Atualmente o autor tem se dedicado a medicina
tropical desenvolvendo estudos na area da micologia médica com publicagdes relevantes em
periddicos nacionais e internacionais. Contato: dr.neto@ufg.br ou neto@doctor.com

Pesquisa Cientifica e Tecnol6gica em Microbiologia Sobre o organizador




INDICE REMISSIVO

A

Alimentos 13, 119, 120, 124, 154, 180, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 212

Allium sativum 14, 15, 16, 19, 20, 21

Analise 4, 12, 13, 21, 58, 59, 65, 68, 76, 80, 98, 99, 102, 105, 106, 107, 114, 116, 120, 143,
150, 168, 170,173, 174,175,176, 177,187, 189, 212, 214

Antibiograma 117, 118, 121, 122, 123, 149, 156, 159, 160

Antibiéticos 14, 16, 19, 20, 97, 108, 110, 119, 124, 125, 128, 129, 130, 132, 133, 141, 142,
146, 149, 150, 151, 153, 154, 155, 156, 158, 159, 160, 161, 163, 164, 166, 197

Bactérias 1, 4,5,7,8, 14, 16, 17, 18, 19, 108, 109, 110, 111, 118, 119, 120, 121, 123, 124, 130,
132, 141, 142, 144,148, 154, 155, 157, 158, 160, 161, 162, 180, 184, 185, 186, 188, 195, 198, 212
Bacteroides 44, 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 125

Biofilme 71, 118, 122, 124, 125, 127, 131, 132, 133, 134

Bioindicador 7, 8, 98, 107

Bioinformatica 55, 57, 65, 214

Bovinos 112, 113, 114, 116, 161, 162, 168, 169, 178

Cc

Candida 68, 69, 70, 71, 72, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81
Candidemia 68, 69, 74, 75, 76, 77, 80, 81
Carbapenémicos 108, 109, 149, 159

Cloranfenicol 14, 16,17, 18

Contaminagéo biolégica 1

D

Dengue 23, 24, 25, 28, 29, 30, 31, 35, 36, 37, 38, 57
Diagnéstico molecular diferencial 168

E

Enterococcus 8, 82, 83, 85, 86, 90, 91, 92, 93, 96, 97, 117, 118, 122

Epidemiologia 53, 68, 80, 152

Epitopos imunodominantes 55, 57, 59, 61, 64

Escherichia coli 1,2, 4,8, 12, 14,15, 16, 19, 20, 46, 61, 77,97, 109, 122, 140, 141, 143, 145,
146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 164, 165, 166, 198, 199, 200, 201, 212

F

Fasciolose 112, 113, 116

Pesquisa Cientifica e Tecnol6gica em Microbiologia indice Remissivo




G

Genética molecular 153

Infeccéo 28, 45, 56, 57, 68, 70, 71, 72, 75, 76, 78, 80, 108, 111, 115, 126, 127, 128, 131, 132,
133, 142, 149, 154, 169, 174
Infeccdo intra-abdominal 45

L

Laboratérios 1, 3, 9, 11, 16, 174, 178
Liquen 98, 100, 102, 107

M

Microbiologia 44, 55, 68, 76, 82, 102, 107, 117, 120, 125, 151, 152, 153, 167, 187, 204, 214
Microrganismos patogénicos 1, 2, 11, 12
Modelo murino 23

o)

Oportunista 68, 70, 126, 127

P

Parabacteroides 44, 45, 46, 47

Peptideos 44, 55, 57, 59, 122, 124, 131, 132
Poluicao 98, 99, 100, 101, 103, 104, 105, 106
Proteinas recombinantes 55, 64, 65
Pseudocowpoxvirus 168, 169, 178

Q

g-PCR 168, 169, 170, 171,172,173, 174,175,176, 177, 178
Quatro tamises 112, 113, 114, 116

R

Resisténcia 12, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 68, 70, 71, 74, 80, 97, 108, 109, 110, 119, 121, 123,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 140, 141, 142, 146, 147, 149, 150, 152, 153, 154,
155, 156, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 189, 204

Resisténcia antimicrobiana 15, 131, 141, 160

Rotinas de higienizacdo 1,5, 9, 11, 12

Rotinas de Higienizacdo 1, 6

Pesquisa Cientifica e Tecnol6gica em Microbiologia indice Remissivo




S

Servicos de Saude para Idosos 180

Sistema nervoso central 23

Staphylococcus aureus 8, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 117, 118, 119, 122, 123, 124, 125, 126, 127,
128, 130, 134, 135, 136, 137, 138, 139

Substancia antagonista 44, 45

\'}

Validacéo 168, 170, 177, 178, 198

yA

Zika virus 55, 58, 64, 65, 66

Pesquisa Cientifica e Tecnol6gica em Microbiologia indice Remissivo




Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-7247-772-7

977885725477 727






