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RESUMO

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae sdo bacilos Gram-negativos responsaveis por uma
parcela significante de infeccbes em ambiente hospitalar. Sua importancia aumentou devido ao
surgimento de espécimes produtoras de betalactamases de espectro estendido (ESBL). Essas
enzimas sdo produzidas por alguns bacilos Gram-negativos e conferem resisténcia aos
betalactamicos, como cefalosporinas e aztreonam. Nesses patdgenos, a maioria das ESBL
identificadas é do tipo TEM, SHV e CTX-M. Este estudo teve como objetivo analisar a
prevaléncia e a sensibilidade antimicrobiana de E.coli e K. pneumoniae isoladas de infec¢Oes
nosocomiais do Hospital Regional Norte, Sobral/CE, Brasil no periodo de marco de 2015 a
marco de 2016, assim como realizar a deteccdo dos genes blaTem, blaswy, blactx-m, blakec,
blaviv e blaces nos isolados que exibiram fenotipo ESBL. No total, 245 isolados (132 E. coli e
113 K. pneumoniae) foram analisados. Destes, 145 (59,1%) apresentaram fenotipo ESBL e 44
foram caracterizados geneticamente quanto a deteccdo dos genes blatem, blashv, blactx-m,
blakec, blavim € blaces. As taxas de produgéo de ESBL por E.coli e K. pneumoniae foram 49,2%
e 70,8%, respectivamente. Essa pesquisa revelou que E.coli produtoras de ESBL foram mais
sensiveis ao meropenem (100%), amicacina (96,9%), colistina (90,8%) e tigeciclina (90,8%), e
mais resistentes a ampicilina (100%), ceftriaxona (100%) e cefepima (96,9%). Ja K.
pneumoniae produtoras de ESBL foram mais sensiveis a colistina (100%), amicacina (96,2%)
e meropenem (93,7%), e mais resistentes a ceftriaxona (100%), ceftazidima (100%), cefepima
(98,7%) e ampicilina (98,7%). O gene blactx-m foi detectado em 12 (27,2%) isolados, os genes
blatem e blasqy foram detectados em 3 espécimes cada um (6,8%), o gene blaces foi detectado
em apenas um isolado (2,2%), enquanto 0s genes blakec e blavim ndo foram detectados. Nossos
achados revelam altos indices de resisténcia aos betalactdmicos, assim como tendéncia linear
crescente para producdo de ESBL pelas espécies estudadas. O gene com maiores taxas de
deteccdo entre os isolados foi 0 gene blactx-m que, certamente, é o gene ESBL mais importante
clinicamente na atualidade. NOs detectamos um isolado de Klebsiella pneumoniae contendo o
gene blaces e blactx-m, sendo do nosso conhecimento o primeiro relato no Brasil, o que
demonstra o grande potencial de disseminagdo mundial de genes de resisténcia entre bacilos

Gram-negativos.

Palavras-chave: Infeccdo hospitalar; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; ESBL,;

Tipagem molecular.



ABSTRACT

Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae are Gram-negative bacilli account for a significant
portion of infections in hospitals. Its importance has increased due to increased production of
beta-lactamases of extended spectrum (ESBL). These enzymes are produced by some Gram-
negative bacilli and mediate resistance to beta-lactams, such as cephalosporins and aztreonam.
In these pathogens, the majority of the ESBL identified are TEM, SHV and CTX-M types. This
study aimed to analyze the prevalence and antimicrobial susceptibility of E. coli and K.
pneumoniae isolated from nosocomial infections in North Regional Hospital in Sobral/CE,
Brazil, from March 2015 to March 2016, and to detect blatem, blashv, blactx-m, blakec, blavim
and blaces genes of isolates which exhibited ESBL phenotype. A total of 245 isolates (132 E.
coli and 113 K. pneumoniae) were analyzed. Of these, 145 (59.1%) had ESBL phenotype and
44 were characterized genetically by presence of blarem, blasnv, blactx-m, blakec, blavim and
blaces genes. The rates of E.coli and Klebsiella pneumoniae ESBL producers were 49.2% and
70.8%, respectively. This research revealed that ESBL-producing E. coli strains were more
sensitive to meropenem (100%), amikacin (96.9%), colistin (90.8%) and tigecycline (90.8%),
and more resistant to ampicillin (100%), ceftriaxone (100%) and cefepime (96.9%). On the
other hand, K. pneumoniae ESBL producers were more sensitive to colistin (100%), amikacin
(96.2%) and meropenem (93.7%), and more resistant to ceftriaxone (100%), ceftazidime
(100%), cefepime (98.7%) and ampicillin (98.7%). The blactx-m gene was detected in 14
(31.8%) isolates, blatem and blasny genes were detected both in 3 specimens (6.8%), the blages
gene was detected in only one isolate (2.2%), while blakrc and blavim genes were not detected.
Our findings show high levels of resistance to beta-lactam antibiotics, as well as increasing
linear trend for ESBL production by the studied species. The gene with the highest detection
rates among the isolates was blactx-m gene, which is certainly the most important ESBL gene
today. We detected one strain of Klebsiella pneumoniae harboring blaces and blactx-m genes,
being of our knowledge the first report in Brazil, which demonstrates the great potential for

worldwide spread of resistance genes between Gram-negative bacillus.

Keywords: Nosocomial infection; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; ESBL; Molecular

typing.
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1. INTRODUCAO

1.1 Infec¢bes hospitalares

Conforme a Portaria n.° 2.616 de 12 de maio de 1998 do Ministério da Salde, a
infeccdo hospitalar no Brasil é definida como toda aquela adquirida ap6s a admissao do paciente
em um hospital, podendo se manifestar durante a internacdo ou apds a alta, desde que
relacionado a permanéncia do paciente na instituicdo ou a procedimentos hospitalares. Também
séo consideradas infecgdes hospitalares as que se manifestam antes de 72 horas da internagéo,
quando associadas a procedimentos diagnosticos e ou terapéuticos realizados durante este
periodo. As infeccBes no recém-nascido sdo hospitalares, exceto as transmitidas de forma
transplacentéria e as associadas a bolsa rota superior a 24 horas (BRASIL, 1998; GARCIA et
al., 2013).

Grande parte destas infec¢des é causada por enterobactérias Gram-negativas e 0s
géneros mais frequentemente associados sdo Escherichia sp. e Klebsiella sp. (MARTINS,
PICOLI, 2011). Infeccdo nosocomial é um problema grave em hospitais em todo o mundo e
sua prevaléncia é duas a trés vezes maior nos paises em desenvolvimento em relacdo a Europa
ou aos Estados Unidos da América. A incidéncia é particularmente elevada em unidades de
terapia intensiva (UTI) em comparagdo com outros setores hospitalares (NAIDU et al., 2014;
SANTOS et al., 2016).

1.2 Resisténcia bacteriana e betalactamases de espectro estendido

Segundo Brooks et al. (2012), sdo cinco 0s mecanismos de resisténcia bacteriana a
quimioterapia antimicrobiana: (1) producdo de enzimas que destroem os farmacos, (2)
modificacdo de sua permeabilidade ao farmaco, (3) desenvolvimento de um alvo estrutural
alterado para o farmaco, (4) desenvolvimento de uma via metabolica alterada que omite a
reacdo inibida pelo farmaco ou (5) elaboracdo de uma enzima alterada que ainda tem a
capacidade de desempenhar sua funcdo metabolica, mas é bem menos afetada pelo farmaco.
Neste sentido, Resende (2009) relata que dentre estes mecanismos citados, a producdo de
enzimas é considerado o de maior relevancia.

Segundo Oliveira (2009), betalactamases de espectro estendido (ESBL) sdo
enzimas capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de todas as geragOes e

monobactamicos. As ESBL ndo conferem resisténcia as cefamicinas e carbapenémicos e séo
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inibidas pela acéo de inibidores de betalactamase, como o &cido clavulénico, tazobactam ou
sulbactam. Como produtores de ESBL podemos citar Enterobacter spp., Salmonella spp.,
Morganella, Proteus mirabilis, Serratia marcescens e Pseudomonas aeruginosa. Porém, a
maioria dos organismos produtores de ESBL sdo Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
(DIAS et al., 2011; SHARMA, PATHAK, SRIVASTAVA, 2013; WOLLHEIM et al., 2011).
Oliveira (2009) e Silva e Lincopan (2012) relataram que no Brasil foram detectadas
variantes de ESBL do tipo TEM, SHV, CTX-M, OXA, BES, GES e VEB. Contudo, as variantes
do tipo CTX-M sdo predominantes no pais em comparacgédo as enzimas do tipo TEM e SHV,
prevalentes na América do Norte e no Oeste Europeu, respectivamente. Rocha, Pinto e Barbosa
(2016) demonstraram que, no Brasil, os espécimes com maiores taxas de producdo de ESBL
sdo Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, e que as variantes do tipo CTX-M-2 e CTX-M-

15 séo as ESBL mais prevalentes no pais.

1.3 Relevancia clinica do estudo

Atualmente, a infeccdo hospitalar € considerada um dos grandes problemas de
salde publica, com impacto na morbimortalidade, tempo de internacdo e gastos com
procedimentos diagnosticos e terapéuticos. Acrescenta-se a iSso as repercussdes para o
paciente, sua familia e a comunidade em geral, tal como o afastamento da vida social e do
trabalho, com consequente comprometimento social, psicolégico e econdmico (KOBAYASHI,
SADOYAMA, VIEIRA, 2009; SILVA, LINCOPAN, 2012; MOREIRA; GARCIA et al.,
2013).

As falhas no tratamento antimicrobiano se dao principalmente por infecgdes por
bactérias multirresistentes (MOREIRA, 2013). Tem sido grande o impacto clinico e econémico
da presenca de microrganismos resistentes, particularmente no ambiente hospitalar. Nesse
sentido, o surgimento continuo de ESBL representa um desafio estratégico para a satide humana
no mundo inteiro (DEMIREL, 2013).

Dados coletados junto ao Servigo de Controle de Infeccdo Hospitalar do Hospital
Regional Norte mostram que de julho de 2014 a marco de 2016 houve 2.079 culturas positivas
de diferentes amostras clinicas. Deste total, foram identificadas 443 culturas positivas para
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, o que representa 21,3% de infec¢es apenas por estas
duas espécies. Além disso, observando o intervalo entre marco de 2015 e margo de 2016, E.
coli e K. pneumoniae foram produtoras de ESBL em 60,0% das culturas (E. coli 49,2% e K.

pneumoniae 70,8%).
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Segundo a Assessoria de Comunicacao da Secretaria da Satde do Estado do Ceara,
0 Hospital Regional Norte (HRN) é o maior hospital publico do Nordeste, excluindo-se 0s
hospitais localizados nas capitais. Com um total de 382 leitos, 0 HRN realiza atendimentos em
diferentes especialidades a todas as faixas etarias e dispde de exames laboratoriais e de imagem,
como radiografia, ultrassonografia, ressonancia magnética e tomografia. O hospital que é
situado em Sobral foi planejado para atender a 1,5 milh&o de habitantes dos 55 municipios da
Regido Norte do Ceara (SESA, 2013).

No HRN ha atendimentos em varias especialidades, dentre elas cirurgia geral,
cirurgia vascular, cirurgia toracica, traumatologia, medicina interna, neurologia, neurocirurgia,
nutrologia, = mastologia,  ginecologia,  obstetricia,  psiquiatria,  gastrenterologia,
otorrinolaringologia, oftalmologia, reumatologia, pneumologia, hematologia, nefrologia,
infectologia, cardiologia e radiologia. O HRN tem capacidade para realizar até 1.300
internacdes por més. Do total de leitos, 40 leitos séo de UTI (20 adultos, 10 neonatal e 10
pediatricos), e mais 30 leitos bercarios de médio risco. Por dia, podem ser realizadas 60
cirurgias (SESA, 2013).

Vale ressaltar que 0 HRN é uma instituicdo planejada para ser um hospital de
ensino, onde atualmente j& sdo desenvolvidas atividades de ensino, pesquisa e extensdo de
instituicbes publicas da esfera federal (curso de medicina — Universidade Federal do Ceard),
estadual (curso de enfermagem — Universidade Estadual Vale do Acaraul) e municipal (curso
técnico em enfermagem — Escolas Profissionalizantes — Secretaria de Educacdo de Sobral).
Além disso, ha estagios para os alunos do curso de enfermagem, farmacia, fisioterapia,
medicina, nutri¢do e servigo social do Instituto Superior de Teologia Aplicada — INTA.

Tendo em vista este panorama, 0 HRN figura como um hospital de referéncia e de
suma importancia para a satde de toda a populacéo da zona norte do Estado do Ceara. Dado o
fluxo de pacientes advindos de outras unidades hospitalares (incluindo da capital, nos casos de
neurocirurgia) e de varias outras cidades da zona norte do estado do Ceara, é essencial o
acompanhamento e controle das infec¢bes hospitalares visando a conten¢édo da disseminagéo
de genes de resisténcia entre espécimes nosocomiais. Nesse sentido, ressaltamos a importancia
de pesquisar a prevaléncia e detectar genes que conferem resisténcia as cefalosporinas e/ou aos
carbapenémicos em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL isoladas de
infeccbes nosocomiais no HRN. Certamente algumas ESBL podem ndo atingir um nivel
detectavel por meio de testes de difusdo em disco, s6 sendo possivel sua identificacdo definitiva
por métodos de deteccdo molecular (SHARMA, PATHAK, SRIVASTAVA, 2013).



21

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae

Descobertas pelo cientista alemdo-austriaco Theodor Escherich, em 1885, a
Escherichia coli é uma bactéria bacilar Gram-negativa, anaerobica facultativa e que ndo produz
esporos. Pertence ao género Escherichia, que possui ainda mais quatro componentes:
Escherichia blattae, Escherichia fergusonni, Escherichia hermanni e Escherichia vulneris.
Todas sdo da familia Enterobacteriaceae. S&o bactérias encapsuladas com 0,5 a 2,0 um de
diametro e 2,0 a 4,0 um de comprimento e ndo esporuladas. Sdo consideradas fermentadoras
da glicose. Mostram bom crescimento em agar MacConkey, mas ndo sdo capazes de crescer
em meios contendo cianeto de potassio. S0 comumente encontradas em humanos, fazendo
parte da microbiota intestinal de individuos sadios e imunodeprimidos. As sindromes clinicas
mais comuns provocadas por esta enterobactéria sdo a infecgdes do trato urinario, bacteremia,
meningites em neonatos e doengas diarreicas (DASHTI et al., 2014; MANSOURI et al., 2014;
TORTORA, FUNKE, CASE, 2012). Bioquimicamente, Escherichia coli tem as seguintes
caracteristicas: H2S negativo, fenilalanina negativo, indol positivo, motilidade positiva, citrato
negativo, urease negativo, lisina positivo, lactose positivo e formacdo de géas positivo
(BROOKS et al., 2012; LEVY, 2004).

O género Kilebsiella foi assim nomeado em homenagem ao trabalho do
bacteriologista e médico teuto-suico Theodor Albrecht Edwin Klebs, que se dedicou ao estudo
de doengas infecciosas. Assim como o género Escherichia, o género Klebsiella faz parte da
familia Enterobacteriaceae. Apos a andlise filogenética de 16S rRNA e sequéncias genéticas
rpoB, Drancourt et al. (2001) confirmaram que o género Klebsiella é heterogéneo e composto
por espécies que formam trés grupos: grupo I, que contém K. granulomatis e as trés subespécies
de K. pneumoniae; grupo Il, contendo K. ornithinolytica, K. planticola e K. terrigena; e o grupo
I11, contendo K. oxytoca. Assim, Klebsiella pneumoniae é subclassificada em trés subespécies:
Klebsiella pneumoniae subespécie ozaenae, Klebsiella pneumoniae subespécie
rhinoscleromatis e Klebsiella pneumoniae subespécie pneumoniae, sendo esta Ultima
subespécie a mais importante do ponto de vista epidemioldgico. Klebsiella pneumoniae € um
bacilo Gram-negativo, encapsulado, em forma de bastonete, ndo esporulado, anaerobio
facultativo com melhor crescimento em condi¢des aerdbias. Seu tamanho varia de 0,3a 1,0 um
de diametro e 0,6 a 6,0 um de comprimento, sendo imovel. Pode causar pneumonia embora

seja mais comum a sua implicacdo em infec¢Bes hospitalares (trato urinario e feridas), em
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particular em doentes imunologicamente deprimidos (LIMA et al., 2014; MANSOURI et al.,
2014). Bioquimicamente, Klebsiella pneumoniae tem as seguintes caracteristicas: HaS
negativo, fenilalanina negativo, indol negativo, motilidade negativa, citrato positivo, urease
positivo, lisina positivo, lactose positivo e formacdo de gas positivo (BROOKS et al., 2012;
LEVY, 2004).

2.2 ldentificacdo laboratorial de enterobactérias

As enterobactérias formam a maior e mais heterogénea familia de bactérias Gram-
negativas de importadncia médica. S8o bacilos Gram-negativos, ndo esporulados, com
motilidade variavel, oxidase negativos, e que crescem em meios basicos (p. ex. caldo peptona),
meios ricos (p. ex. agar sangue, agar chocolate e CLED), meios seletivos (Agar MacConkey,
EMB). S&o anaerdbios facultativos, ja que crescem em aerobiose e anaerobiose, fermentam a
glicose com ou sem producdo de gas, sdo catalase positivos e reduzem nitrato a nitrito
(BROOKS et al., 2012; LEVY, 2004).

As principais provas para a identificacdo das enterobactérias de importancia clinica
sdo: fermentacédo de glicose e/ou lactose, motilidade, utilizagéo de citrato, descarboxilacéo da
lisina, oxidase, producéo de sulfeto de hidrogénio (H.S), gas (CO.), indol, urease, fenilalanina
desaminase ou triptofanase, de gelatinase ou DNAse. Como provas complementares de
identificacdo temos a (i) fermentacdo de outros carboidratos, como sacarose, maltose,
arabinose, salicina, dulcitol, manitol, etc; (ii) utilizacdo de aminoacidos: arginina e ornitina;
(iii) hidrolise da esculina; (iv) ONPG; (v) utilizacdo de acetato; (vi) vermelho de metila; (vii)
teste de Voges-Proskauer; (viii) crescimento em KCN; (ix) Agar Tartarato de Jordan e (x) lipase
(BROOKS et al., 2012; LEVY, 2004).

Os esquemas de identificacdo baseiam-se na determinacdo dos géneros e espécies
mais isolados na clinica, e nas provas mais caracteristicas de cada género e espécie, baseado
em alguns critérios como: facilidade de execucéo e interpretacdo, custo, rapidez para leitura,
etc. Na rotina bacterioldgica, existem varias alternativas e, com base em conjuntos ou sistemas
simplificados de provas bioquimicas, é possivel realizar a triagem e identificacdo presuntiva
dos principais géneros de interesse clinico. Desse modo, das enterobactérias isoladas de
amostras clinicas, cerca de 90%, podem ser perfeitamente identificadas através desses
esquemas, podendo o resultado ser entregue dentro de um espacgo de tempo relativamente curto,
geralmente, entre 48 a 72 horas. Exemplificando, podemos citar (BROOKS et al., 2012; LEVY,
2004; TORTORA, FUNKE, CASE, 2012):
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Meio IAL (Instituto Adolfo Lutz): Este meio foi elaborado para triagem
de enterobactérias e consiste de nove provas em apenas um tubo de ensaio,
que consistem em: indol, fermentagéo da sacarose e glicose e produgéo de
gés, fenilalanina, uréia, HzS, lisina e motilidade (Figura 01);

Conjunto EPM / MILI / Citrato: Trata-se praticamente da mesma
combinacédo de reacdes do meio IAL ou Rugai & Araujo (modificado por
Pessoa & Silva), separados em 2 tubos, passando a verificacdo do indol da
tampa do 1AL, para o meio MILi ap6s adigdo do reativo de Kovacs;

Meio Triplice Acucar Ferro (TSI): Considerado o mais classico dos
sistemas de identificacéo e também o mais utilizado no mundo, necessita de
provas adicionais, mas tem a vantagem de ser de mais facil interpretacdo.
Baseia-se em provas de fermentacdo da glicose, lactose, sacarose, producéo

de gas e H.S.

Figura 01 — Representacdo esquematica do Meio IAL
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Fonte: http://www.biomedicinabrasil.com

A identificagdo de uma enterobactéria comega com a analise do material semeado

através do crescimento em meios ricos e seletivos que, em geral, utiliza-se (i) para secrecdes:

agar sangue e MacConkey; (ii) para liquidos nobres e bipsias: Agar Chocolate e MacConkey;
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(iii) para fezes: MacConkey e Salmonella-Shigella e (iv) para urina: CLED ou &gar sangue e
MacConkey. Devemos considerar que as enterobactérias sempre crescem em meios ricos (agar
sangue, chocolate e CLED), bem como nos meios seletivos: 4gar MacConkey e Salmonella-
Shigella. Os Gram-positivos como regra ndo crescem em agar MacConkey e Salmonella-
Shigella, exceto os enterococos. No &gar MacConkey e Salmonella-Shigella, além das
enterobactérias e dos enterococos, podem crescer bactérias ndo fermentadoras e fungos do
género Candida. Portanto, caracteriza-se uma enterobactéria quando ela esta presente em todos
0s meios semeados, mas ainda é necessario diferenciar de outros microrganismos ndo muito
exigentes como ndo fermentadores, enterococos e Candida spp. Portanto, recomenda-se
realizar: (i) Gram da colonia isolada: sempre fazer o Gram para evitar enganos de interpretacéo
(diferenciar cocos de bacilos, Gram positivos de Gram negativos e leveduras); (ii) prova da
oxidase: indicada para detectar e/ou diferenciar o grupo Aeromonas, Plesiomonas e Vibrio que
também sdo fermentadores; (iii) prova do metabolismo fermentador: triagem utilizando os
meios de Hugh-Leifson com glicose (quando suspeitar de ndo fermentador), TSI (Triplice
Acucar Ferro) ou EPM (Rugai sem sacarose), para enterobactérias; (iv) série bioquimica
complementar: sempre necessaria para caracterizar género e espécie, ja que o numero de provas
vai permitir maior ou menor discriminagéo (LEVY, 2004; TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

2.3 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

Os testes de disco-difusdo, também conhecidos como testes de Kirby-Bauer
provavelmente sejam os mais utilizados, embora ndo necessariamente os melhores. Uma placa
de Petri contendo um meio de agar sélido tem toda sua superficie uniformemente inoculada
com uma quantidade padronizada do organismo a ser testado. Em seguida, discos de filtro de
papel impregnados com agentes terapéuticos (antimicrobianos) em concentracdes conhecidas
sdo colocados na superficie do meio de cultura. Durante a incubacdo, os agentes
quimioterapicos se difundem dos discos para o0 &gar. Quanto mais distante do disco o agente se
difundir, menor serd sua concentracdo. Se 0 agente quimioterapico for efetivo contra o
organismo testado, uma zona de inibicdo se formara ao redor do disco ap6s um periodo de
incubacédo padronizado. O diametro da zona de inibicdo pode ser medido e, em geral, quanto
maior a zona, maior a sensibilidade do micro-organismo ao antibiético (Figura 2). O diametro
da zona de inibigdo é comparado aos valores em uma tabela padronizada para a droga e a
concentragdo, e 0 organismo pode ser classificado como sensivel, intermediario ou resistente
(BROOKS et al., 2012; TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).
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Figura 2 — Método de Disco-difuséo

Fonte: Adaptado de SEJAS et al, 2003.

Para uma droga que apresenta baixa solubilidade, no entanto, a zona de inibicao
indicando que o micro-organismo € sensivel sera menor do que a zona gerada por uma droga
que é mais soltvel e se difunde melhor no &gar. Resultados obtidos pelo método de disco-
difusdo frequentemente sdo inadequados para muitos objetivos clinicos. Entretanto, o teste é
simples e barato, sendo mais utilizado quando instalacdes laboratoriais sofisticadas ndo estdo
disponiveis. Um método de difusdo mais avancado, denominado teste E, permite ao técnico
laboratorial estimar a CIM, ou seja, a menor concentracdo do antibiético que previne o
crescimento bacteriano visivel. Uma tira pléstica é coberta com um gradiente de concentracao
do antibidtico, e a CIM pode ser avaliada por uma escala impressa na tira plastica (RELLER,
2009; TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

2.4 O sistema automatizado VITEK®2

Vitek® 2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca) é um sistema de testes de
sensibilidade antimicrobiana automatizado que permite determinacdo de valores de
Concentrac&o Inibitoria Minima (CIM) em 4 a 7 horas. O Vitek® 2 fornece leitura interpretativa
padronizada da CIM através da cartdes contendo substratos liofilizados que reagem

bioquimicamente com a amostra bioldgica, gerando um perfil fenotipico especifico
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(BIOMERIEUX, 2014) (Figura 3). O seu desempenho superior, quando comparado a outros
sistemas automatizados de detecgdo répida, € devido ao maior nimero de pogos em cada placa,
sistemas Oticos otimizados e algoritmos baseados em andlises cinéticas de crescimento
(FUNKE et al., 1998; SANDERS et al., 2000; WINSTANLEY, COURVALIN, 2011).

Figura 3 — CartBes reagentes para identificagdo fenotipica dos microrganismos

°
)

o o ° ~
-, ° o \' = B
- e - -
o ° 'F
-, . - ., - a
o o -
e =y -’ ‘e ‘=
e el o 3 L
- an o
o O ° < '_3.
< .
-* e ) o
. » g™
e o -Q = @

Fonte: www.biomerieux.com.br

Os substratos presentes nos cartdes mensuram as diversas atividades metabdlicas
do organismo, tais como acidificacdo, alcalinizacdo, hidrélise enzimaética e crescimento na
presenca de substancias inibidoras (PINCUS, 2005).

Ao contréario de outros sistemas automatizados, o Vitek® 2 é baseado em uma
extensa base de dados que compreende mais de 2.000 fendtipos e 20.000 espectros da CIM
obtidos a partir de relatérios publicados por especialistas com as suas proprias bases de dados
sobre fenotipos microbioldgicos, além de dados da empresa fabricante, BioMérieux. Para cada
um dos fenotipos reconhecidos, uma gama de dados sobre CIMs é avaliada para que uma CIM
seja definida (FUNKE et al., 1998; JOSSART, COURCOL, 1999; WINSTANLEY,
COURVALIN, 2011).

Na fase de validacdo bioldgica, o sistema Vitek® 2 examina os dados de
sensibilidade antimicrobiana e determina se as CIMs obtidas sdo consistentes com a
identificacdo da espécie. Se um Unico erro for encontrado, o sistema Vitek® 2 realiza (i) uma
mudanca na identificacdo microbioldgica para uma CIM condizente ou (ii) uma mudanga
numérica na CIM que ir4 torna-la coerente com a identificagdo. Nesses casos, o sistema Vitek®
2 presume que (i) ocorreu um erro nos dados gerados pelo proprio sistema, ou (ii) os resultados
foram atipicos devido a cepa, ou (iii) um "falso” resultado negativo ocorreu (por exemplo,
betalactamase ndo produzida), ou (iv) um resultado incorreto foi inserido manualmente. Uma

correcdo na identificacio é recomendado pelo sistema Vitek® 2 se for detectada apenas uma
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Unica inconsisténcia na CIM. O sistema recomenda a reanélise do isolado se mais do que uma
correcdo for necessaria para alinhar a sensibilidade antimicrobiana com a identificagdo ou para
coincidir com os fendétipos esperados. O sistema pode também recomendar correcao bioldgica
com base no fenotipo do organismo (WINSTANLEY, COURVALIN, 2011).

Durante a validacdo biolégica, o sistema Vitek® 2 examina os dados de CIM para
cada classe de antibi6tico e determina um fendtipo para o isolado, comparando-os com CIMs
armazenadas no banco de dados. Se as CIMs estiverem dentro da gama esperada para um
fenotipo especifico, é designado o fenétipo; se as CIMs estiverem dentro dos limites esperados
para mais do que um fenotipo, o sistema lista todos os fenotipos e sugere a mais provavel. Na
etapa de interpretacdo terapéutica, o sistema atribui uma categoria clinica interpretativa
(suscetivel, intermediaria ou resistente), utilizando uma das cinco diretrizes padrdo de
interpretacdo: CLSI, DIN, CA-SFM, resisténcia fenotipica ou resisténcia natural (PINCUS,
2005; SPANU et al., 2006).

Com certos fenotipos, o sistema também pode sugerir uma correcdo terapéutica.
Sendo assim, o0 nome da espécie e valor numérico da CIM néo sao alterados, mas a interpretacao
é. Desde que correc@es terapéuticas ndo impliquem em erros nos dados, o sistema pode sugerir
multiplas corregdes terapéuticas para um unico isolado. Isolados para as quais as corregdes
biolégicas ou terapéuticas sdo sugeridas exigem intervencdo humana para decidir se as
correcBes devem ser aceitas. O sistema também deduz sensibilidade aos antibiéticos nao
testados com base no fendtipo e sensibilidade a antibidticos que foram testados. Em todos os
casos, 0 sistema Vitek® 2 imprime um relatério indicando a CIM real, categorizacio sem
alteracbes e a categorizacdo apds a interpretacdo. As razdes para qualquer correcdo sao
apresentadas, permitindo avaliacdo de tal correcdo (PINCUS, 2005; SPANU et al., 2006;
WINSTANLEY, COURVALIN, 2011).

O sistema Vitek® 2 tem, pelo menos, uma atualizacio de software anual, que inclui
modificacbes do sistema pericial. Dependendo do numero de modificacdes e de quando as
novas orientacfes sdo publicadas, a BioMérieux pode levar de um a dois anos, a partir da
publicacio das modificacBes, antes de liberar a atualizagdo para o sistema Vitek® 2
(WINSTANLEY, COURVALIN, 2011).

2.5 Antimicrobianos p-lactamicos

Os antibioticos B-lactamicos estdo inclusos num grupo de farmacos derivados das

penicilinas que engloba mais de 50 agentes quimicamente relacionados e que apresentam uma
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estrutura central comum, o anel B-lactamico, que é quem determina 0 mecanismo de a¢éo dessas
farmacos. A associacao desse anel com um radical especifico (radicais do carbono 6 do anel -
lactamico) da origem a diferentes grupos de antimicrobianos [B-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos) (Figura 4). Vale ressaltar que, as
diferentes cadeias laterais, proporcionam diversos perfis farmacodinamicos, distintos espectros
de acdo antibacteriana e diferentes niveis de resisténcia as betalactamases (CASSELI et al.,
2001; SUAREZ, GUDIOL, 2009).

Figura 4 — Estrutura quimica dos antibioticos p-lactdmicos

Penicilinas Cefalosporinas
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Fonte: Adaptado de Williams et al., 1999

Os antimicrobianos B-lactamicos interferem de modo especifico na sintese dos
peptideoglicanos, inibindo as transpeptidases (proteinas de ligacdo da penicilina [PBP]) que
fazem a juncéo dos agucares N-acetilglicosamina (NAG) e Acido N-acetilmurdmico (NAM),
bloqueando a sintese de peptideoglicana que resulta na ativacao de autolisinas que degradam a
parede celular e causam a lise osmoética da célula (CHAMBERS, 2010; PETRI, 2005).

2.6 Betalactamases

A producdo de betalactamases é 0 mecanismo de resisténcia mais comum aos

antibioticos B-lactdmicos em bactérias Gram-negativas clinicamente importantes (BUSH,
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JACOBY, 2010). Essas enzimas podem ser divididas com base em seu espectro hidrolitico em:
betalactamases, betalactamases de espectro estendido (ESBL) e betalactamases que hidrolisam
carbapenémicos, também conhecidas como carbapenemases.

As betalactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactamico das
penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geragéo, inativando sua acdo antimicrobiana
(LIVERMORE, 1995; BUSH, 2001). Exemplos desse grupo incluem as betalactamases de
espectro restrito TEM-1, TEM-2, TEM-13, SHV-1, SHV-11 e SHV-89 que ndo tém atividade
contra cefalosporinas de terceira e quarta geracdo (BUSH, JACOBY, 2010).

No entanto, com a introducdo das cefalosporinas de espectro estendido na préatica
médica em meados dos anos de 1980, tais como ceftazidima e cefotaxima, betalactamases de
espectro estendido (ESBL—Extended Spectrum f-Lactamase) comecaram a ser identificadas em
amostras clinicas resistentes a esses novos farmacos (BRADFORD, 2001). Essas enzimas sdo
capazes de hidrolisar antibidticos B-lactdmicos de terceira e quarta geracdo, restando como
opcao terapéutica apenas os carbapenémicos (PATERSON, DOI, 2007). S&o importantes
representantes desse grupo as ESBL TEM-3, TEM-10, TEM-26, SHV-2, SHV-3 e SHV-115,
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-15, que representam as betalactamases mais
estudadas atualmente (BUSH, JACOBY, 2010).

Os carbapenémicos que sdo os antibidticos B-lactdmicos de espectro mais potente e
amplo ndo ficaram ilesos. A producéo de carbapenemases, que sdo betalactamases que podem
inativar os carbapenémicos e todos os outros antibidticos p-lactamicos, tem sido
constantemente detectadas em patdgenos Gram-negativos (PATEL, BONOMO, 2011). Nessa
categoria encontram-se as carbapenemases da classe A, tais como GES-2, KPC-2 e KPC-10
(BUSH, JACOBY, 2010).

2.6.1 Mecanismo de acdo das betalactamases

O mecanismos de acao dessas enzimas se da inicialmente por meio de uma ligacéo
ndo-covalente com o anel B-lactdmico (Figura 5). Em seguida, o anel é atacado pela hidroxila
livre da cadeia lateral do residuo de serina no sitio ativo da enzima formando um grupo acil-
éster covalente. Posteriormente, a hidrolise do éster libera a enzima ativa e a droga inativa, alem
de uma molécula de agua (LIVERMORE, 1995). Apds o processo de hidrolise do agente
antimicrobiano, a enzima é regenerada, ficando livre para inativar outras moléculas (DRAWZ,
BONOMO, 2010).



30

Figura 5 — Mecanismo de acdo de uma serino-p-lactamase
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Fonte: Adaptado de Livermore et al., 1995.
2.6.2 Classificacdo das betalactamases

Devido a grande importancia das betalactamases e a sua grande variedade, foram
propostos métodos de classificacdo, a fim de facilitar os estudos com essas enzimas.
Tradicionalmente, as betalactamases apresentam dois esquemas de classificacdo em razédo da
sua diversidade estrutural e preferéncia de substrato. O esquema proposto por Ambler
(AMBLER, 1980) classifica as betalactamases em quatros classes moleculares: A)
betalactamases de espectro estendido (ESBL), penicilinases e carbenicilinases; B) metalo-f-
lactamases (MBL); C) cefalosporinases cromossomais (AmpC); e D) oxacilinases. As enzimas
das classes A, C e D sdo serino-B-lactamases, pois requerem um residuo de serina no sitio ativo
da enzima para hidrolisarem seus substratos. Ja as enzimas da classe B necessitam de um ion
zinco (Zn) para hidrolisarem seus substratos e sdo denominadas metalo-p-lactamases (MBL).
Nesta classificagdo, as enzimas do tipo ESBL pertencem a classe A.

O método proposto por Bush-Jacoby-Medeiros baseia-se na preferéncia de
substrato da enzima e na inativacéo por inibidores de betalactamases. Nesta classificacdo as
ESBLs pertencem ao subgrupo 2be que inclui as enzimas que hidrolisam penicilinas e os
oximino-B-lactamicos tais como cefotaxima, ceftazidima e aztreonam a uma taxa geralmente
maior que 10% do que as benzilpenicilinas, além de inibi¢do por acido clavulanico (BUSH,
1989; BUSH, JAOBY, MEDEIROS, 1995; BUSH, JACOBY, 2010).



31

A classificacdo de BUSH (BUSH, 1989) foi a primeira a correlacionar o substrato
preferencial e propriedades inibitérias com a estrutura molecular da enzima. Recentemente,
essa classificagdo foi atualizada (BUSH, JACOBY, 2010). A tabela 1 apresenta a correlacdo
entre a classificacdo molecular de AMBLER (AMBLER, 1980) e a de BUSH e JACOBY
(BUSH, JACOBY, 2010) e as caracteristicas funcionais das betalactamases.

Tabela 1 — Caracteristicas estruturais e funcionais dos principais grupos de betalactamases
(adaptado de BUSH et al., 1995).

Bush-

Ambler e
Jacob ' Inibicao
(20103/ 1980 Sgti):tti:]atti?/ff) ACou Caracteristicas funcionais
Grupo Classe TZB
Funcional Molecular
1 C Cefalosporinas Néo Maior  hidrolise  de  cefalosporinas  que
benzilpenicilinas; hidrolisa cefamicinas
le C Cefalosporinas Néo Aumento da hidrélise de ceftazidima e
frequentemente outros oximino-p-lactamicos
2a A Penicilinas Sim Maior hidrélise de benzilpenicilinas que
cefalosporinas
2b A Penicilinas, Sim Hidrolise  similar de  benzilpenicilinas e
cefalosporinas de cefalosporinas.  Nesse  grupo temos  as
primeira geracéo betalactamases classicas TEM-1, TEM-2, TEM-
13, SHV-1, SHV-11 e SHV-89
2be A Cefalosporinas de Sim Aumento da hidrdlise dos oximino-p-lactdmicos
espectro (cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepima,
estendido, aztreonam). Nesse grupo temos as betalactamases
Monobactamicos de espectro estendido (ESBL) TEM-3, TEM-10,
TEM-26, SHV-2, SHV-3 e SHV-115, CTX-M-1,
CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-15
2br A Penicilinas Né&o Resistentes ao &cido clavulanico, sulbactam, e
tazobactam
2ber A Cefalosporinas de Né&o Aumento da hidrdlise dos oximino-p-lactdmicos
espectro combinado com a resisténcia ao acido clavulanico,
estendido, sulbactam, e tazobactam
Monobactamicos
2c A Carbenicilina Sim Aumento da hidrdlise de carbenicilina
2ce A Carbenicilina, Sim Aumento da hidrélise de carbenicilina, cefepima e
cefepima cefpirome
2d D Cloxacilina Varidvel = Aumento da hidrolise de cloxacilina ou oxacilina
2de D Cefalosporinas de =~ Variavel = Hidrolisa cloxacilina ou oxacilina e oximino--
espectro lactdmicos
estendido
2df D Carbapenémicos = Variavel Hidrolisa  cloxacilina  ou  oxacilina e
carbapenémicos
2e A Cefalosporinas de Sim Hidrolisa cefalosporinas e sdo inibidas por éacido
espectro clavulanico, mas ndo aztreonam
estendido
2f A Carbapenémicos =~ Variavel Aumento da hidrolise de carbapenémicos,

oximino-B-lactdmicos e cefamicinas. Nesse grupo
temos as Dbetalactamases que hidrolisam
carbapenémicos ou carbapenemases GES-2, KPC-
2 e KPC-10
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3a B Carbapenémicos Né&o Hidrdlise de espectro amplo incluindo
carbapenémicos, mas ndo monobactamicos
3b B Carbapenémicos Né&o Hidrdlise preferencial de carbapenémicos

AC, écido clavulanico; TZB, tazobactam (Fonte: BUSH, JACOBY, 2010).

2.7 Betalactamases de espectro estendido (ESBL)

As ESBL comecaram a ser identificadas a partir dos anos de 1980, originadas a
partir de mutagdes pontuais em betalactamases do tipo TEM-1, TEM-2 e SHV-1 que nédo
possuem atividade de espectro estendido (JACOBY, MUNOS-PRICE, 2005). O surgimento
destas enzimas veio em resposta a introducéo das cefalosporinas de terceira gera¢éo no inicio
dos anos 1980, exemplificando a capacidade de adaptacdo apresentada por patdgenos
causadores de infeccBes hospitalares (PATERSON, BONOMO, 2005). Adicionalmente, com o
aumento da pressdo seletiva, surgiu a enzima CTX-M que hidrolisa preferencialmente
cefotaxima, tornando-se prevalente em quase todo o mundo, particularmente em isolados
clinicos de K. pneumoniae e Escherichia coli (JONES et al., 2009; LIVERMORE et al., 2007).

Em K. pneumoniae, a maioria das ESBL identificadas em isolados clinicos sdo do
tipo TEM, SHV e CTX-M (BRADFORD, 2001; BONNET, 2004). No entanto, existem ESBL
menos comuns ndo relacionadas com TEM, SHV ou CTX-M, incluindo as enzimas da familia
BEL-1, BES-1, SFO-1, TLA-1, TLA-2 (JACOBY, 2006).

2.7.1 ESBL do tipo TEM

Em 1960, foi descrita a primeira betalactamase do tipo TEM. Ela foi identificada
em uma amostra clinica de E. coli isolada da corrente sanguinea de uma paciente grega chamada
Temoniera (origem da sigla TEM) e foi denominada de TEM-1 (DATTA,
KONTOMICHALOQU, 1965). Esta enzima hidrolisa facilmente penicilinas e cefalosporinas de
primeira geracdo, tais como cefaloridina e cefalotina e sdo fortemente inibidas por &cido
clavulanico e tazobactam (BUSH, JACOBY, 2010). TEM-1 é a betalactamase mais comumente
encontrada em bactérias Gram-negativas (BRADFORD, 2001). A betalactamase TEM-2 sofreu
uma Unica mutacdo em relagdo a enzima precursora TEM-1, porém ndo foi suficiente para
modificar seu espectro hidrolitico e sdo consideradas betalactamases de espectro restrito
(BARTHELEMY, PEDUZZI, LABIA, 1985; BRADFORD, 2001).

A primeira ESBL do grupo TEM foi detectada em um isolado clinico de K.
pneumoniae coletado na Franca em 1987 e foi denominada como TEM-3 (SOUGAKOFF,
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GOUSSARD, COURVALIN, 1988). Atualmente, 223 variantes TEM ja foram identificados,
sendo que muitas delas (n=103) exibem um fenotipo ESBL (http://www.lahey.org/Studies/).

2.7.2 ESBL do tipo SHV

SHV (sulphydryl variable) é uma betalactamase comumente encontrada em K.
pneumoniae, sendo responsavel por até 20% da resisténcia a ampicilina mediada por plasmideo
nesta espécie (TZOUVELEKIS, BONOMO, 1999). Em 1983, foi descrito na Alemanha, o
primeiro relato de uma SHV de espectro estendido, denominada SHV-2, encontrada em um
isolado clinico de K. ozaenae (KNOTHE et al, 1983). O sequenciamento revelou que uma
substituicdo de glicina por serina na posicdo 238 conferiu a esta enzima propriedades de
espectro estendido, diferenciando-a da sua variante anterior SHV-1 (PATERSON, BONOMO,
2005).

Em 1988, SHV-3 e SHV-4 foram descritas em amostras clinicas de K. pneumoniae
recuperadas de hospitais na Franca (JARLIER et al., 1988; BURE et al., 1988). Desde ent3o,
inimeros relatos de surtos envolvendo K. pneumoniae produtoras de ESBL tém sido reportados
(COQUE, BAQUERO, CANTON, 2008). Atualmente, 193 variantes SHV ja foram
identificados, sendo que muitas delas (n=47) exibem um fendtipo ESBL
(http://www.lahey.org/Studies/).

2.7.3 ESBL do tipo CTX-M

As enzimas CTX-M comecaram a ser identificadas em enterobactérias no inicio dos
anos de 1990, e sua explosiva propagacdo ocorreu na década passada, levando atualmente a
uma situacao endémica em todo o mundo.

As ESBL do tipo CTX-M tém a propriedade de conferir resisténcia a todas as
cefalosporinas de espectro estendido, tendo a cefotaxima e ceftriaxona como substrato
preferencial. Além disso, sdo codificadas por genes blactx-m, localizados em plasmidios, 0s
quais podem abrigar outros genes que codificam resisténcia aos aminoglicosideos,
cloranfenicol, sulfonamidas e trimetropim (LIVERMORE et al, 2008).

O primeiro relato de uma ESBL do tipo CTX-M foi descrito em 1989 em um isolado
clinico de E. coli na Alemanha, sendo designada CTX-M-1 em referéncia a atividade hidrolitica
contra cefotaxima (BAUERNFEIND, GRIMM, SCHWEIGHART, 1990). No mesmo periodo,

observou-se um surto de cepas de Salmonella resistentes a cefotaxima na Ameérica do Sul,
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inicialmente em Unico hospital em La Plata, disseminando-se depois para unidades neonatais
de hospitais pediatricos em Buenos Aires, Norte da Argentina e Uruguai (ROSSI et al, 1995).
Posteriormente, 0 sequenciamento da estrutura do gene identificou a enzima CTX-M-2 como
responsavel por este surto (BAUERNFEIND et al., 1996).

No Brasil, os primeiros relatos de uma enzima pertencente a familia CTX-M foram
observados em amostras clinicas de enterobactérias coletadas em varios hospitais do Rio de
Janeiro entre 1996 e 1997 (BONNET et al., 2000). Nos ultimos anos, as ESBL da familia CTX-
M apresentaram uma rapida expansao do nimero de enzimas identificadas, aumentando de 3%
para 10% de todas as betalactamases conhecidas entre 2000 e 2012, respectivamente (BUSH,
2013).

A propagacdo mundial dessas enzimas ao longo dos ultimos 10-15 anos é um dos
fendmenos mais rapidos e importantes que se tem observado em termos de resisténcia aos
antibidticos (POIREL, BONNIN, NORDMANN, 2012). Até o momento, ja foram identificadas
168 variantes CTX-M em todo o mundo (http://www.lahey.org/Studies/). Essas variantes estdo
atualmente agrupadas de acordo com a similaridade da sequéncia de aminoacidos em cinco
grupos filogenéticos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25 (NASEER,
UNDSFJORD, 2011).

2.8 Betalactamases que hidrolisam carbapenémicos

Os carbapenémicos representam os farmacos de escolha para o tratamento de
infeccOes causadas por bacilos Gram-negativos multirresistentes produtores de ESBL. No
entanto, a resisténcia aos carbapenémicos esta sendo cada vez mais detectada, estando
principalmente relacionada a acdo de enzimas carbapenemases (PEIRANO et al., 2009). Essas
enzimas sdo agrupadas dentro das classes moleculares A, B e D de Ambler e tornaram-se
epidemiologicamente importantes em diferentes partes do mundo.

Dentro da classe A, as enzimas Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) séo
as carbapenemases mais frequentemente encontradas, principalmente entre enterobactérias
(PEIRANO et al., 2009). Essas enzimas eram poucos conhecidas durante os anos de 1980,
porém tornaram-se uma das mais importantes carbapenemases desde a descoberta da primeira
KPC em um isolado clinico de K. pneumoniae nos Estados Unidos em 1996 (YIGIT et al.,
2001).

Além das enzimas KPC, outra importante representante da classe A sdo as enzimas

da familia GES (Guiana Extended-Spectrum f-lactamase) que embora tenham sido
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reconhecidas inicialmente como ESBL, atualmente sdo classificadas como carbapenemases
devido a mudangas no perfil hidrolitico de suas variantes que passou a incluir os
carbapenémicos (BEBRONE et al., 2013). Outra betalactamase com capacidade de hidrolisar
carbapenémicos é a enzima VIM (Verona integron-encoded metallo-S-lactamase), que

pertence a classe B de Ambler.

2.8.1 Familia KPC

A primeira descrigdo de uma KPC (KPC-1) ocorreu em 1996 em um isolado de
Klebsiella pneumoniae no estado da Carolina do Norte, Estados Unidos. Novos surtos de
bactérias produtoras de KPC eram infrequentes até 2001, quando entdo foram relatados diversos
casos em hospitais de Nova lorque e a partir desse periodo disseminou-se para diversos outros
paises (YIGIT et al., 2001).

Na América do Sul, o primeiro relato de deteccdo de uma KPC (KPC-2) ocorreu
em 2006, em dois espécimes de Klebsiella pneumoniae isolados em 2005 na Colémbia
(VILLEGAS et al., 2006). No Brasil, supostamente, o primeiro relato de uma KPC (KPC-2)
também ocorreu em 2006, referente a espécimes de Klebsiella pneumoniae isolados a partir de
quatro pacientes internados em unidade de terapia intensiva de um hospital da cidade de Recife,
nordeste do Brasil (MONTEIRO et al., 2009). Apenas um més ap0s (entre setembro de 2007 e
maio de 2008), a deteccdo de KPC-2 também foi relatada em seis isolados de Klebsiella
pneumoniae provenientes de dois hospitais no Rio de Janeiro, sudeste do Brasil (PEIRANO et
al., 2009).

Sobre a incidéncia de casos de KPC no Brasil, os dados de Pavez, Mamizuka e
Lincopan (2009) revelam que ja em 2005 haviam espécimes produtores de KPC-2 no Brasil.
Os autores realizaram um estudo junto a oito centros médicos para analisar espécimes
resistentes ao imipenem. Além dos testes de Concentracdo Inibitéria Minima, foi realizada
deteccdo do gene blakrc por PCR. Foram encontrados dois espécimes nao clones de Klebsiella
pneumoniae carreando o gene blakpec-2, isolados em maio de 2005 e novembro de 2007 a partir
de culturas de sangue de dois pacientes em dois centros médicos distintos de Sdo Paulo. Desta
forma, compreende-se que, na verdade, os primeiros casos de KPC-2 no Brasil datam de 2005.

Atualmente, as bactérias produtoras de KPC sdo consideradas endémicas nos
Estados Unidos, Argentina, Brasil, Coldmbia, China, Grécia, Israel, Italia, Polénia e Porto Rico
(MUNOZ-PRICE et al., 2013; NORDMANN, POIREL, 2014).
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As enzimas do tipo KPC sdo frequentemente encontradas em Klebsiella
pneumoniae associadas com infec¢Bes nosocomiais, tais como infecgbes do trato urinério,
sepse, pneumonia e infec¢Bes intra-abdominais, porém ndo € comum sua ocorréncia em
infeccdes adquiridas na comunidade (CHEN et al., 2014). As betalactamases do tipo KPC
podem hidrolisar todos os antibioticos -lactamicos, incluindo carbapenémicos, cefalosporinas,
cefamicinas, monobactamicos e acido clavulanico (YIGIT et al., 2001; PAPP-WALLACE et
al., 2010). Desde o seu primeiro registro, 24 variantes do gene blakpc foram identificadas

(http://www.lahey.org/Studies/).

2.8.2 Familia GES

A betalactamase GES (Guiana Extended-Spectrum S-lactamase) foi detectada pela
primeira vez na Franga, em 1998, em um isolado de Klebsiella pneumoniae em uma crianga
transferida de Cayenne, capital da Guiana Francesa. Essa enzima, GES-1, conferia resisténcia
as cefalosporinas de espectro estendido, alem de &cido clavulanico, tazobactam e imipenem
(POIREL et al., 2001).

Subsequentemente, o gene blaces-1 foi mais uma vez detectado na Franga, em 1999,
em um isolado de Pseudomonas aeruginosa proveniente de uma amostra de secrecdo de trato
respiratério de uma paciente internada em Unidade de Terapia Intensiva no Hospital Pellegrin,
na cidade de Bordeaux (DUBOIS et al., 2002). O gene blages foi identificado por Duarte et al.
(2003) em isolados clinicos de K. pneumoniae, coletadas entre fevereiro de 1999 e fevereiro de
2001, no Hospital de Santa Maria, Lisboa, Portugal. Uma nova variante, GES-2, foi descrita na
Africa do Sul em 2000, a partir de um isolado de P. aeruginosa com resisténcia intermediaria
ao imipenem (PELLEGRINO et al., 2006; POIREL et al., 2001).

Em relato de 2004, a betalactamase GES-1 também foi detectada pelo Programa de
Vigilancia Antimicrobiana Sentinela — SENTRY, em Sé&o Paulo, Brasil. O gene blaces-1 foi
encontrado em um espécime de P. aeruginosa (hemocultura), que infectou uma mulher de 63
anos que foi submetida a uma histerectomia e desenvolveu uma infecc¢éo da ferida enquanto
recebia ceftriaxona, amicacina e metronidazol. Apesar da infeccdo ter sido erradicada com uso
empirico de polimixina B mais vancomicina, a paciente morreu depois de um internamento de
trés meses em unidade de terapia intensiva (CASTANHEIRA et al., 2004; PELLEGRINO et
al., 2006).

Dois outros tipos de enzima GES (GES-3 e GES-4), também codificadas por

cassetes de genes inseridos em integrons classe 1, foram descritos em isolados de Klebsiella
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pneumoniae no Japdo (VOURLI et al., 2004; WACHINO et al., 2004). Foram inclusas no grupo
das betalactamases da familia GES duas outras ESBL, a IBC-1 e IBC-2, devido similaridade na
sequéncia de aminoacidos. A enzima IBC-1 (GES-7) foi descrita em um isolado clinico de
Enterobacter cloacae e IBC-2 (GES-8) em um isolado clinico de P. aeruginosa, ambos
identificados na Grécia entre 1998 e 2000, respectivamente. Os genes blaces € blaigc foram
encontrados associados a integrons classe 1 localizados em plasmideos (GIAKKOUPI et al.,
2000; MAVROIDI et al., 2001; PELLEGRINO et al., 2006).

A enzima GES-1 ja foi identificada na Argentina, Brasil, Portugal e Holanda em
isolados clinicos de K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens (NAAS,
POIREL, NORDMANN, 2008; PELLEGRINO et al., 2006). Atualmente existem 27 variantes
da enzima GES conhecidas (http://www.lahey.org/Studies/). Embora GES-1, GES-2, GES-4,
GES-5, GES-6, GES-11, GES-14 e GES-18 inicialmente ndo fossem classificadas como
carbapenemases, seu espectro hidrolitico inclui carbapenémicos e, por isso, sdo atualmente

classificadas como carbapenemases (BEBRONE et al., 2013).

2.8.3 Familia VIM

Relatada em 1999 por Lauretti et al., a producdo de uma nova metalo-p-lactamase
foi detectada em um isolado clinico de Pseudomonas aeruginosa resistente aos
carbapenémicos. O espécime foi isolado a partir de um paciente italiano que estava em uma
Unidade de Terapia Intensiva no Hospital Universitario de Verona no ano 1997. Os autores
determinaram a presenca do gene que codifica a metalo-p-lactamase no isolado VR-143/97
observando a transferéncia do referido gene, via plasmideo, para uma Escherichia coli, e
rastreio de clones com reduzida sensibilidade ao imipenem. O sequenciamento do gene revelou
que ele codificava uma nova betalactamase classe B de Ambler, que foi nomeada Verona
integron-encoded metallo-g-lactamase (VIM). Sendo a primeira, recebeu ainda um sufixo,
chamando-se VIM-1.

A sequéncia de aminoacidos do gene blaviv-1 € bastante divergente de outras
enzimas da classe B de Ambler (de 16,4% a 38,7% de similaridade), e em geral, é mais
semelhante as enzimas da subclasse B1, incluindo a betalactamase 11 do Bacillus cereus (BC-
2), a enzima CcrA do Bacteroides fragilis, a enzima Blab de Chryseobacterium
meningosepticum e as enzimas IMP-1. Entre estes, VIM-1 mostrou o maior grau de similaridade
com BC-2 (38,7%). O gene blavim foi encontrado inserido para um integron classe 1, assim

como o gene blawp. A expressao do gene blavim em E. coli resultou em uma significativa
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diminuicdo na sensibilidade para uma ampla variedade de p-lactdmicos (ampicilina,
carbenicilina, piperacilina, mezlocilina, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, cefoperazona,
cefepime e carbapenémicos), revelando uma grande especificidade da enzima VIM-1 por seus
substratos (LAURETT]I et al., 1999).

Poirel et al. (2000) relataram o surgimento da metalo-p-lactamase VIM-2. A enzima
foi detectada em Marselha, Franga, em 1996, em um espécime de Pseudomonas aeruginosa
(identificacdo COL-1). O espécime era proveniente de uma amostra de sangue de uma mulher
de 39 anos de idade que sofria de leucemia mieloide crénica. Mesmo sendo tratada com
imipenem e amicacina, foi a 6bito por choque séptico cinco dias ap6s sua internacdo. Este
isolado foi resistente aos B-lactamicos, incluindo ureidopenicilinas, ticarcilina mais acido
clavulanico, cefepima, ceftazidima, imipenem e meropenem, mas manteve-se suscetivel ao
monobactamico aztreonam. A betalactamase codificada pelo gene encontrado no isolado COL-
1 foi clonado, sequenciado e expresso em Escherichia coli DH10B. A sequéncia de 266
amino&cidos da enzima revela uma betalactamase classe B de Ambler, com similaridade de
aminoacidos em 32% com a enzima BC-2 de Bacillus cereus; 31% com a enzima IMP-1
isoladas em varias bactérias Gram-negativas no Japdo, incluindo P. aeruginosa; 27% com a
enzima CcrA de Bacteroides fragilis; 24% com Blab de Chryseobacterium meningosepticum;
24% com IND-1 a partir Chryseobacterium indologenes; 21% com CPhA-1 a partir de
Aeromonas hydrophila; e 11% com L-1 de Stenotrophomonas maltophilia. Contudo, VIM-2
foi mais estreitamente relacionada com VIM-1 (90% de similaridade de aminoéacidos).
Purificada, VIM-2 apresenta uma relacdo molecular de massa de 29,7 kDa e uma ampla gama
de substrato de hidrolise, incluindo penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, oxacephamicinas,
e carbapenémicos, mas ndo monobactamicos. Como uma metalo-p-lactamase, a sua atividade
foi zinco-dependente e inibida por EDTA (concentracdo inibitdria de 50% a 50 uM) (POIREL
et al., 2000).

No Brasil, Martins et al. (2014) detectaram uma alta prevaléncia do gene blavim-1
(92,1%) em isolados de Acinetobacter baumannii recuperados de hemoculturas em cinco
diferentes hospitais brasileiros. Esse gene também foi encontrado por Inacio et al. (2014) em
87,5% dos isolados clinicos de P. aeruginosa de cinco hospitais de Belo Horizonte, Minas
Gerais. Aléem disso, Pitondo-Silva et al. (2016) detectaram alta prevaléncia (47,5%) do gene
blavim entre bactérias Gram-negativas encontradas no solo de plantagdes. Atualmente existem
46 variantes da enzima VIM conhecidas (http://www.lahey.org/Studies/). Enterobacteriaceae

que produzem VIM tém sido relatados na Italia, Espanha, Franca, Alemanha, Dinamarca,
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Irlanda, Coldmbia, EUA, Argélia, Grécia, Brasil, Turquia, Japdo e Africa do Sul (IRAZ, et al.,
2014; PEIRANO, et al., 2012; YATSUYANAGI, et al., 2004).

2.9 Diagnostico molecular de ESBL

A deteccdo molecular de ESBL oferece maior potencial diagndstico e informacdes
epidemioldgicas mais precisas, principalmente no controle de surtos. A identificacdo dos genes
bla responsaveis pela producdo de ESBL pode ser obtida por Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), mediante o uso de oligonucleotideos iniciadores especificos. Esses iniciadores
geralmente sdo escolhidos por se ligar em regides que ndo sofreram mutacdes pontuais, contudo
ndo discriminam qual variante daquela ESBL especifica a bactéria possui (PATERSON,
BONOMO, 2005; SHAH et al., 2004). Com isso, a confirmacdo de variantes alélicas ou
identificacdo de uma nova variante requerer o sequenciamento de toda a regido codificadora do
gene (D’ANDREA et al., 2013).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR, de Polymerase Chain Reaction) é uma
técnica em que pequenas amostras de DNA podem ser rapidamente amplificadas, isto &,
aumentadas em quantidades suficientes para que a analise seja feita. Iniciando com somente um
fragmento de DNA do tamanho de um gene, a PCR pode ser utilizada para produzir literalmente
bilhdes de copias em poucas horas. Cada fita do DNA-alvo servird como molde para a sintese
do DNA. Acrescenta-se a este DNA uma provisdo dos quatro nucleotideos (para serem
montados dentro do novo DNA) e a enzima para catalisar a sintese, a DNA-polimerase.
Pequenos fragmentos de acido nucleico, denominados iniciadores (ou primers), sao
complementares as extremidades do DNA-alvo e irdo se anelar aos fragmentos a serem
amplificados. A polimerase, entdo, sintetiza novos fragmentos complementares. Depois de cada
ciclo, o DNA é aquecido para converter todo o novo DNA em fitas simples. Cada fita de DNA
recém-sintetizada funciona, por sua vez, como molde para novos DNAs. Como resultado, o
processo continua exponencialmente. Todos 0s reagentes necessarios sao adicionados em um
tubo, que é entdo colocado em um termociclador. O termociclador pode ser ajustado para a
temperatura, o tempo e o nimero de ciclos desejados. O uso de termociclador automatizado é
possivel devido a utilizacdo da DNA-polimerase retirada da bactéria termofilica Thermus
aquaticus; a DNA-polimerase desses organismos pode sobreviver a fase do agquecimento sem
ser destruida. Trinta ciclos, completados em apenas algumas horas, irdo aumentar a quantidade
de DNA-alvo em mais de um bilh&o de vezes (BROOKS et al., 2012; TORTORA, FUNKE,
CASE, 2012).
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O DNA amplificado pode ser visualizado por eletroforese em gel com um corante
fluorescente e uso de luz ultravioleta. Na PCR em tempo real, o DNA recém-formado também
é marcado com um corante fluorescente, porém os niveis de fluorescéncia podem ser medidos
apos cada ciclo de PCR (por isso a designacdo tempo real). Outra modalidade da PCR,
denominada transcricdo reversa, utiliza RNA viral ou mRNA como molde. Nesse caso, a
enzima transcriptase reversa sintetiza uma molécula de DNA a partir do RNA molde, e a seguir
0 DNA ¢ amplificado. Observe que a PCR s6 pode ser usada para amplificar sequéncias de
DNA relativamente pequenas, como determinado pela escolha dos primers; ndo pode ser
utilizada para amplificar um genoma inteiro. A técnica atualmente é uma importante ferramenta
para o diagndstico de agentes infecciosos, como as enterobactérias, podendo ser utilizada
especialmente em situacdes onde tais agentes ndo sdo detectados por outras técnicas (BROOKS
etal., 2012; TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Pesquisar a prevaléncia e a sensibilidade antimicrobiana de Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae isoladas de infec¢bes nosocomiais no Hospital Regional Norte (HRN)
em Sobral/CE e realizar a deteccdo genética de genes bla nos isolados nosocomiais produtores
de ESBL.

3.2  Objetivos Especificos:

e Analisar a ocorréncia e o perfil de sensibilidade antimicrobiana de E. coli e K.
pneumoniae isoladas de pacientes internados no HRN com diagndstico de
infeccdo hospitalar;

¢ Investigar o perfil epidemiol6gico de pacientes do HRN com infeccdo hospitalar
por E. coli e K. pneumoniae;

o Verificar a presenca dos genes blatem, blasnv, blactx-m, blakec, blaces e blavim

nos isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae produtores de ESBL.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo primario, observacional e transversal, onde foram coletados
dados epidemioldgicos de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae provenientes de pacientes
com diagnostico de infeccdo hospitalar internados no Hospital Regional Norte (HRN), em
Sobral/CE durante os meses de marco de 2015 a marco de 2016. Além disso, foi realizada
pesquisa experimental in vitro para investigacao da presenca dos genes blatem, blasnv, blacTx-
M, blakpc, blaces € blavim nos espécimes de E. coli e K. pneumoniae produtores de ESBL através

de técnicas laboratoriais, como extracdo de DNA, PCR convencional e eletroforese.

4.2 Coleta de dados e consideraces éticas

Apdbs aprovacdo desta pesquisa pela Comissdo Interna de Pesquisa do Hospital
Regional Norte — HRN (Parecer 010/2014 — Anexo 2) e pelo Comité de Etica em Pesquisa —
CEP da Universidade Estadual Vale do Acarau (Parecer 975.071 — Anexo 3), foi acertado junto
ao Labratério Pasteur, laboratorio responsavel pela demanda do HRN, através de sua
coordenadora técnica Dra. Tereza Bandeira, assim como com 0s responsaveis administrativos,
Ms. Milton Ventura e Elayne Tavares, a coleta dos isolados de interesse, resguardadas as
orientacdes da ANVISA, RDC n° 20, de 10 de abril de 2014, que dispde sobre regulamento
sanitario para o transporte de material biol6gico humano (ANVISA, 2014).

O fluxo de coleta de dados se deu da seguinte forma (Figura 6): (i) As amostras
clinicas dos pacientes do HRN foram enviadas para identificacdo microbioldgica e andlise do
perfil de sensibilidade antimicrobiana no Laboratério Pasteur, em Fortaleza/CE, através de
método automatizado Vitek® 2; (ii) Os resultados foram disponibilizados online no sitio
http://medicos.danet.com.br/sislu/home.do> mediante acesso com login e senha restritos aos
funcionarios do Laboratorio Central e do Servi¢o de Controle de Infecgdo Hospitalar (SCIH)
do HRN; (iii) O pesquisador principal recebeu, diariamente, via e-mail, mensagem da
funcionaria responsavel por remeter os laudos parciais e definitivos de todas as amostras para
0s médicos assistentes do HRN; (iv) Tomado conhecimento de uma cultura positiva para K.
pneumoniae e/ou E. coli produtoras de ESBL, o pesquisador principal solicitava autorizagdo ao

paciente e/ou responsavel para analise genética do isolado presente na cultura mediante
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assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e Consentimento P6s-Informado
(TCLE) (Anexo 1); (v) Recebimento do isolado no laboratério Pasteur.

Vale salientar que os isolados foram armazenados pelos técnicos do Laboratorio
Pasteur em tubos contendo BHI - Brain Heart Infusion (Himedia®, Mumbai, india) e glicerol
a 20%. Assim, a cada 30 dias o pesquisador principal recebeu, em Fortaleza, um lote com os
espécimes de interesse armazenados, e trazia em temperaturas negativas por um tempo de
viagem ndo superior a cinco horas para o Laboratério de Microbiologia e Parasitologia (LAMP)
da Universidade Federal do Ceard (UFC) Campus Sobral, onde foram conservados em freezer
a -80°C (Revco, EUA) para posterior processamento (Apéndice).

Os dados epidemioldgicos foram coletados pelo pesquisador principal junto ao
Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar — SCIH do HRN, através das planilhas geradas
diariamente acerca das culturas de amostras biologicas de pacientes internados, que incluem

identificacdo microbioldgica e respectivo perfil de sensibilidade antimicrobiana.

Figura 6 — Percurso metodolégico do estudo in vitro

) / ™
Amostra biologica Presengade K.
do HRN enviada ) pneumoniae ou E. coli
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Critério
) 4 ™ de
- o ~
Estoque em Freezer -80°C ) Anuéncia do paciente ou exclusdo
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NE sl
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E %0 de DNA PCR + Eletroforese
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Fonte: o autor (2016).

4.3 Critérios de inclusao e exclusdo

Os critérios para inclusdo na pesquisa foram:

e Culturas provenientes do HRN positivas para E. coli e/ou K. pneumoniae;
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e Isolados de E. coli e/ou K. pneumoniae produtores de ESBL processados
adequadamente que mantenham a viabilidade apropriada para os estudos genéticos
propostos;

e Culturas de pacientes com diagnostico de infeccdo nosocomial que aceitem

participar do estudo, mediante TCLE assinado pelo proprio ou seu responsavel.

Os critérios para exclusdo na pesquisa sdo todos 0s que ndo estivessem previstos

como critérios de incluséo.

4.4 Reativacéo dos isolados e extracdo de DNA genémico

Todas as etapas laboratoriais desta pesquisa foram realizadas no Ndcleo de
Biotecnologia de Sobral — NUBIS, em estacao de trabalho com fluxo laminar, grau de seguranca
classe 11, mediante desinfeccdo prévia. As amostras foram submetidas aos testes bioquimicos
confirmatorios, utilizando-se o meio RUGAI modificado (Indol, glicose, sacarose, producéo de
gés, lisina, motilidade, uréia e H.S) (KONEMAN et al.,1997).

A reativacdo dos espécimes armazenados em freezer a -80°C era realizada (i)
acrescentando-se uma aliquota de 50ul em um tubo de ensaio contendo 5,0ml de caldo BHI
(Himedia®, Mumbai, india) e mantido em estufa bacterioldgica por 18 horas a 37°C, um tubo
para cada amostra e mais um tubo de controle negativo; (ii) Apds crescimento, o indculo era
semeado em placa com Agar MacConkey (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil)
utilizando-se uma agulha bacterioldgica estéril e colocado em estufa novamente a 37°C, por
24h, juntamente com uma placa sem estriagem como controle negativo de contaminacdo dos
meios ou da propria estufa; (iii) Depois, utilizando-se de uma agulha bacterioldgica estéril foi
transferida uma coldnia isolada da placa de Agar MacConkey para novos tubos de ensaio
contendo 5,0 ml de BHI caldo, um tubo para cada amostra, mais um tubo de controle negativo,
e colocados na estufa a 37°C, durante 18 horas; (iv) finalmente, ap6s esse tempo, 0s tubos eram
centrifugados a 3.000 rotagdes por minuto durante cinco minutos e descartados 3,5ml de
sobrenadante e, ap0s isto, uma aliquota de 1,0ml, contendo aproximadamente 10° células/ml de
suspensdo bacteriana, foi utilizada para extracdo do DNA gendmico, atraves do Kit Easy
DNA™ (Invitrogen, USA), conforme orientagdes do fabricante (anexo 1).

Caso fossem formados precipitados na solucdo devido & temperatura de
armazenamento (-20°C), os tubos deveriam ser aquecidos em banho-maria a 45°C. O DNA
extraido de cada amostra foi submetido a espectrofotometria (Espectrometro Gene Quant Pro -
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GE Healthcare Life Sciences, Amersham Biosciences do Brasil Ltda, Sdo Paulo/SP) para
avaliacdo da quantidade (ng/pl) e pureza (relagéo 260/280 ~ 1.8 a 2.1) do DNA extraido. Caso
os resultados de quantidade fosse inferiores a 60 ng/pl e/ou a relacéo 260/280 estivesse fora do
intervalo 1.8 a 2.1, uma nova extracdo de DNA era realizada, para garantir resultados precisos
e confiaveis durante a PCR.

Em todas as fases desta pesquisa o0 descarte de material contaminado se deu

conforme as regras do Nucleo de Biotecnologia de Sobral — NUBIS.

4.5 Deteccao dos genes blatem, blasnv, blactx-m, blakec, blaces e blavim por Reagéo em
Cadeia da Polimerase (PCR)

Os espécimes de E.coli e K. pneumoniae produtores de ESBL foram analisados para
a deteccdo dos genes bla por PCR. Os protocolos previamente descritos por Tollentino et al.,
(2011) foram usados para amplificar os genes blasnv, blatem, blactx-m, blavim, blaces e blakpec.
A sequéncia dos fragmentos a serem amplificados e o tamanho dos amplicons estdo descritos

na tabela 2:

Tabela 2 — Primers utilizados para amplificacdo dos genes de resisténcia aos -lactamicos deste

estudo.
Primer Sequéncia de Nucleotideos (5’ 23°) Alvo Taman_ho do Referéncia
Amplicon

CTX-M 1/2-F ATGTGCAGYACCAGTAA Clusters 512 pb CAMPANA,

CTX-M 1/2-R CGCTGCCGGTTTTATCSCCC M1/2 2013
SHV F ATGCGTTATTAGTTTCGCCTGTGTATTATC MONTEIRO
SHV R TTAGCGTTGCCAGTGAGTCGATC blashv-tike 1018 pb 2009
TEMF CCCTTATTCCCTTTYTTGCGG CAMPANA,
TEMR AACCAGCCAGCCWGAAGG blarewm e A3l 2013
KPCE TCGCTAAACTCGAACAGG MONTEIRO,
KPC R TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC blaec.ike 785 pb 2009
VIM E GATGGTGTTTGGTCGCATA ELLINGTON,
VIMR CGAATGCGCAGCACCAG blaviviie S e etal., 2007
GESF AGCAGCTCAGATCGGTGTTG NICOLETTI,
GESR CCGTGCTCAGGATGAGTTG blages ke 750 pb 2015

pb: pares de base

As reagOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25pl,
contendo aproximadamente 300 ng de DNA, 0,05U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, S&o
Paulo, Brasil), 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen, Carlsbad, EUA), 2 mM de MgCl;, 0,5 uM
de cada primer e tamp&o de reacdo 1X (concentracéo final). As amplificacdes foram realizadas

no termociclador da marca Eppendorf com as seguintes condi¢fes de ciclagem: uma
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desnaturacdo inicial (95°C por 10 min); seguido por 40 ciclos de trés passos: (i) 95°C por 45
segundos; (ii) 56°C por 45 segundos e (iii) 72°C por 45 segundos; e uma extenséo final a 72°C
por 10 min. Para todas as PCR’s, uma reagdo sem adigdo de DNA foi utilizada como controle
negativo de contaminacdo e como controle positivo foram utilizadas amostras pré-
caracterizadas pelo Laboratério ALERTA (Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP)
por sequenciamento de DNA para presenca de blasnv, blatem, blactx-m, blavim, blaces e blakec,
respectivamente.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1,0%, previamente
adicionado de brometo de etidio (1,25 ul/100 ml). A eletroforese foi realizada a 110 volts,
80mANh, por 40 minutos. A aplicacdo no gel de agarose foi feita com 10ul da reacéo,
adicionados de 2ul de solucdo de azul de bromofenol. O marcador de peso molecular de 100
pb (Invitrogen, EUA) foi aplicado no gel para determinar o tamanho dos fragmentos obtidos.

Finalmente, em uma cdmara com luz ultravioleta as imagens do gel de agarose, ap6s
a corrida eletroforética, foram obtidas a partir de uma camera digital (Casio Computer Co. Ltda)

com capacidade de 7.0 megapixel’s conectada a um computador via cabo USB.
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ABSTRACT

Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae are Gram-negative bacilli account for a significant
portion of infections in hospitals, especially due to increased production of beta-lactamases of
extended spectrum (ESBL). This study aimed to analyze the prevalence and antimicrobial
susceptibility of E. coli and K. pneumoniae isolated from nosocomial infections in North
Regional Hospital in Sobral/CE, Brazil, from March 2015 to March 2016, and to detect blatem,
blasnv, blactx-m, blakec, blavim and blaces genes of isolates which exhibited ESBL phenotype.
A total of 245 isolates were analyzed. Of these, 145 (59.1%) had ESBL phenotype and 44 were
characterized genetically by presence of blatem, blasny, blactx-m, blakec, blavim and blages
genes. The rates of E.coli and Klebsiella pneumoniae ESBL producers were 49.2% and 70.8%,
respectively. Our data revealed that all ESBL-producing E. coli strains were sensitive to
meropenem and resistant to ampicillin. On the other hand, all K. pneumoniae ESBL producers
were sensitive to colistin and resistant to ceftriaxone. The blactx-m gene was detected in 14
(31.8%) isolates, blatem and blasnv genes were detected both in 3 specimens (6.8%), the blaces
gene was detected in only one isolate (2.2%), while blakrc and blavim genes were not detected.
The findings demonstrated high levels of resistance to beta-lactam antibiotics, as well as
increasing linear trend for ESBL production by the studied specimens. The blaces gene was
detected in one strain of Klebsiella pneumoniae, being the first report of this gene in this species
in Brazil, which demonstrates the great potential for worldwide spread of resistance genes
between Gram-negative bacillus.

Keywords: Nosocomial infection; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; ESBL; Molecular
typing; bla genes.
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INTRODUCTION

Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli are Gram-negative bacilli, members of
the Enterobacteriaceae. They represent a major cause of health care-related infections such as
pneumonia, bacteremia and infections in other organs in the community and in the hospital (1-
5).

Over the past few years, K. pneumoniae and E. coli have attracted attention due to
increased production rates of extended spectrum B-lactamase (ESBL). These enzymes are
capable of inactivating various antibiotics, conferring bacterial resistance to penicillins,
cephalosporins of all generations and aztreonam (6-9). In these bacterial species, ESBL most
identified are TEM, SHV and CTX-M type (10-12).

Enterobacteriaceae ESBL-producers generally exhibit a multidrug resistance
phenotype, including resistance to aminoglycosides and fluoroquinolones, limiting the
therapeutic options available. These microorganisms have a worldwide distribution and
isolation rate varies widely around the world and within specific geographic areas. Furthermore,
resistance rates have increased rapidly over time (13).

The increasing number of resistant pathogens to antimicrobials, which are
increasingly associated with nosocomial infection, sets in a significant problem for health
systems and have significant global economic costs. As result, we have high rates of mortality
and morbidity, increased treatment costs and difficulty of diagnostics of the common infections,
whereas the response to antimicrobial therapy may be different than expected (5).

Thus, the identification of genetic factors involved in antimicrobial resistance in
isolates of K. pneumoniae and E. coli and determination of its prevalence is a useful tool in
generating epidemiological information, that can assist health professionals in preventing the
spread of these pathogens and in choosing an appropriate therapy. The objective of this study
was to analyze the antimicrobial susceptibility profile and investigate the presence of blatem,
blasnv, blactx-m, blakec, blavim and blaces genes between nosocomial K. pneumoniae and E.

coli isolates in a teaching hospital in the Northern of the State of Ceara, Brazil.
MATERIAL AND METHODS
The present study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki,

and the protocol was approved by the Institutional Ethics Committee of the State University of

Acarau Valley, Sobral, Ceard, Brazil (n°®975.071) and Internal Commission of Research of the
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Northern Regional Hospital (n° 010/2014 C.E.). All of the patients gave their written informed

consent.

Bacterial isolates and data collect

From March 2015 to March 2016 it was detected a total of 1,203 positive cultures
of various nosocomial samples in the Northern Regional Hospital (HRN) in the Northern region
of the State of Ceara, Brazil. Of this total, 245 samples were positive for E. coli and K.
pneumoniae, of which 145 exhibited ESBL phenotype. The samples were obtained from
patients admitted in various sectors, such as Emergency, Surgical Centers, Intensive Care Units,
Special Care Unit and Medical and Surgical Wards. The ESBL producers were collected mainly
from urine, blood, tracheal aspirate, wound infections, catheter tip and bronchoalveolar lavage.
Bacterial identification and phenotypic detection of ESBL, as well as antimicrobial
susceptibility tests were performed by Vitek®2 system (BioMerieux, Marcy L’Etoile, France)
(12,14), in the Pasteur Laboratory (privative laboratory), in Fortaleza, Ceard, Brazil.

The analysis of epidemiological data collected from the Hospital Infection Control
Service - HRN was performed using descriptive statistics, through tables and graphs (3,12,14),
structured in software Microsoft Office Excel, 2013 version.

DNA extraction and detection of blasnv, blatem, blactx-m, blavim, blakec and blaces genes

by Polymerase Chain Reaction (PCR)

Of the 145 clinical Klebsiella pneumoniae and E. coli isolates ESBL producers, 51
were randomly selected for molecular characterization of blaswy, blatem, blactx-m, blavim e
blakec genes. For genomic DNA extraction, was used the Kit Easy DNA™ (Invitrogen,
Carlsbad, EUA) according to manufacturer's recommendations. The B-lactamase gene were

investigated by PCR using primers and protocols previously described (12,14) (Table 1).

Table 1 — Primers used in this study for amplification of genes conferring resistance to j3-

lactams.

Primer Nucleotide sequence (5°=>3°) Target |Amplicon size| Reference
CTX-M 1/2-F ATGTGCAGYACCAGTAA Clusters 512 pb (15)
CTX-M 1/2-R CGCTGCCGGTTTTATCSCCC M1/2

SHV F ATGCGTTATTAGTTTCGCCTGTGTATTATC bla _ 1018 ob 7

SHVR TTAGCGTTGCCAGTGAGTCGATC SHV-like P

TEM F CCCTTATTCCCTTTYTTGCGG blarem-iike 650 pb (15)
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TEMR AACCAGCCAGCCWGAAGG

KPC F TCGCTAAACTCGAACAGG bl t 185 ob 17)
KPCR TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC KPC-tike P

VIMF GATGGTGTTTGGTCGCATA . -~ (16)
VIMR CGAATGCGCAGCACCAG VIM-like P

GESF AGCAGCTCAGATCGGTGTTG blacee 750 ob (18)
GESR CCGTGCTCAGGATGAGTTG GESHike P

pb: base pairs
RESULTS
Prevalence of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae
During the sample period, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae were
detected in 20.6% of all positive cultures (Graph 1 and 2). In eight of the 13 analyzed months,

the total number of E. coli was upper to K. pneumoniae (Graph 3).

Graph 01 — Incidence of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae for total number of the
positive cultures.
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Graph 02 — Percentual incidence of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae for total
number of the positive cultures.
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Graph 03 — Monthly count variation of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae isolates of

patients with nosocomial infection from HRN.
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Considering the distribution of E. coli by hospital sector of the infected patient
internment in the analyzed period, the highest incidence was in obstetric ward (n = 21), followed
by surgical ward 2 (n = 19). But, when we observe only the E. coli count with ESBL phenotype,
the highest incidence was in the surgical ward 2 (n = 13), followed by surgical ward 1 (n = 9)
(Graph 4). Furthermore, considering the distribution by hospital sector of the infected patient
internment in the analyzed period, the highest incidence of K. pneumoniae was in the surgical
ward 2 (n = 19), followed by the Adult ICU 2 (n = 12). But, when only observe the K.
pneumoniae count with ESBL phenotype, the highest incidence was in the surgical ward 2 (n =
14), followed by the Adult ICU 1 (n = 10) and Adult ICU 2 (n = 10) (Graph 5).
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Graph 04 — Distribution by sector of Escherichia coli isolates identified between March 2015

and March 2016 in patients with nosocomial infection from HRN.
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Graph 05 — Distribution by sector of Klebsiella pneumoniae isolates identified between March
2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from HRN.
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Observing the incidence of E. coli by gender of the infected patient in the period

analyzed, there was 58% of infected women. When was observed only E. coli ESBL phenotype,
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the female / male ratio was more balanced, with infected women in 51% of cases (Graph 6).
In this sense, observing the incidence of K. pneumoniae by gender of the infected patient in the
period analyzed, there is a similar percentage between the total of K. pneumoniae and K.

pneumoniae ESBL producers, since the women were infected in 43% of both cases (Graph 7).

Graph 06 — Distribution, by gender of the patient, of Escherichia coli isolates identified
between March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from HRN.
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Graph 07 - Distribution, by gender of the patient, of Klebsiella pneumoniae isolates identified

between March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from HRN.
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It is possible to infer from the data analyzed, that patients aged 50 to 79 years were
the most affected infections by E. coli and K. pneumoniae, regardless of ESBL phenotype.

However, it is noteworthy that there is a high incidence of E. coli infection among female
patients aged 18-29 years (Graph 8 and 9).
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Graph 08 — Distribution, by age of the patient, of Escherichia coli isolates identified between
March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from HRN.
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Graph 09 — Distribution, by age of the patient, of Klebsiella pneumoniae isolates identified

between March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from HRN.

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae ESBL-producers
30 25
25 20
20
15
15
10
10
: I hh . 1 [
0ll-ll [ loll--l- 0
1al7 18a29 30a49 50a79 >8 lal7 18a29 30a49 5S0a79 >8
® Male mFemale H Male mFemale

Biological samples with a higher incidence of infections by E. coli or K.
pneumoniae were urine and blood, respectively, when considering the total number of
infections by these enteric rods (Graph 10). But analysing only clinical samples of E. coli
infection with or without ESBL phenotype, urine was the site most frequent followed by
secretion of wound (Graph 11). In relation K. pneumoniae infections, regardless of ESBL
phenotype, samples with highest incidence were blood and urine, respectively. However, in K.
pneumoniae ESBL producers, the lower respiratory tract infections (bronchoalveolar lavage)

had similar incidence to urine infections (Graph 12).

Graph 10 — Distribution, by site of infection, of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae
isolates identified between March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection
from HRN.
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Graph 11 — Distribution, by site of infection, of Escherichia coli isolates identified between
March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from HRN.
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Graph 12 — Distribution, by site of infection, of Klebsiella pneumoniae isolates identified
between March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from HRN.
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A total of 145 clinical samples were identified as K. pneumoniae or E. coli ESBL
producers by Vitek®2 system (Graph 13). Of these, 12 samples were collected from patients
at a time equal to or less than 48 hours of hospital admission. However, according to criteria
specified in Decree No. 2616 of May 12, 1998 the Ministry of Health of Brazil and the criteria
adopted by Freeman et al. (2014) and Wollheim et al. (2011), none of the 12 specimens could
be classified as community infection. Thus, during this period, all infections were considered
as nosocomial. It is noteworthy that there was a positive linear trend of ESBL producing by K.

pneumoniae and E. coli, from 57.5% to 61.25% in the analysed period (Graph 14).

Graph 13 — Number of isolates of Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli identified
between March 2015 and March 2016 from HRN.
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Graph 14 — ESBL production percentage by Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli
identified between March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from
HRN.
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Antimicrobial susceptibility

The highest rates of resistance observed in E. coli isolates were to ampicillin
(79.5%), ciprofloxacin (55.3%) and ampicillin with sulbactam (50.8%), while no resistance was
found to meropenem or imipenem (Graph 15). Analyzing exclusively the E. coli ESBL
producers, the highest resistance rates were to ampicillin (100%), ceftriaxone (100%) and
cefepime (96.9%). It is noteworthy that there were not specimens sensitive to cefoxitin and
ceftazidime. However, no resistance to meropenem or imipenem was found between analysed
strains (Graph 16).

The highest rates of resistance observed in K. pneumoniae isolates were to
ampicillin (99.1%), ampicillin with sulbactam (74.3%), ceftriaxone (70.8%) and ceftazidime
(70.8%), whereas five specimens (4.4%) were resistant to imipenem and meropenem. Only one
isolate (0.8%) were resistant to amikacin and none was resistant to colistin (Graph 17).
Analyzing exclusively isolates of Klebsiella pneumoniae ESBL producers, the highest
resistance rates were to ceftriaxone (100%), ceftazidime (100%) and ampicillin (98.7%). It is
noteworthy that none sample was sensitive to ampicillin with sulbactam, cefoxitin and
cefepime. However, five specimens (6.2%) expressed resistance to meropenem and imipenem
(Graph 18).
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Graph 15 — Susceptibility to antimicrobials of Escherichia coli isolates identified between
March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from HRN.
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Graph 16 — Susceptibility to antimicrobials of Escherichia coli ESBL-producers isolates
identified between March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from

HRN.
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Graph 17 — Susceptibility to antimicrobials of Klebsiella pneumoniae isolates identified

between March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from HRN.
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Graph 18 — Susceptibility to antimicrobials of Klebsiella pneumoniae ESBL-producers isolates
identified between March 2015 and March 2016 in patients with nosocomial infection from
HRN.
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Detection of B-lactamase genes

Of the 145 isolates of E. coli or K. pneumoniae ESBL producers, 51 were randomly
selected for molecular analysis. However, 7 (16.6%) isolates were excluded from the study
because they showed divergence identification of biochemical Rugai modified Test and the
automated Vitek®2 system or not showed bacterial growth at reactivation in BHI broth. The
remaining isolates (n=44) were confirmed by identification methods used and included in the

molecular study by conventional PCR.
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Of the 44 isolates, the blactx-m gene was detected in 14 (31.8%) (Figure 1). Both
the blatem gene and the blasnv gene were detected in 3 samples each (6.8%) (Figure 2 and 3).
It is noteworthy that 21.4% of the isolates harbored blactx-m and blatem gene, concomitantly.
Furthermore, in 14.2% of the specimens were detected blactx-m, blatem and blasnyv genes. The
blaces gene was detected in only one isolate, associated with blactx-m. The blakec and blavim
genes were not detected (Table 2).

It was observed that 69.2% of the strains with resistance genes were isolated from
surgical sectors (Ambulatory Surgical Center, General Surgical Center, Surgery 1 and Surgery
2 wards). Futhermore, of the 13 isolates that harbored resistance genes, 9 (69.2%) of them were
E. coli (Table 3).

Figure 1 — Agarose gel 1% containing fragments of the blactx-m-12 gene amplified by

conventional PCR.

Arrow indicates 512 bp fragments corresponding to the coding region
of blactx-m-12 gene. PM - molecular weight marker (1kb Ladder); C+:
positive control; C-: negative control.

Figure 2 — Agarose gel 1% containing fragments of the blaTtem-Like gene amplified by
conventional PCR.
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Arrow indicates 650 bp fragments corresponding to the coding region
of blarem gene. PM - molecular weight marker (1kb Ladder); C+:
positive control; C-: negative control.

Figure 3 — Agarose gel 1% containing fragments of the blasxv gene amplified by conventional
PCR.

Arrow indicates 1018 bp fragments corresponding to the coding region
of blasuv gene. PM - molecular weight marker (1kb Ladder); C+:
positive control; C-: negative control.

Table 2 — Isolates harboring blactx-m-1/2, blatem-Like, blasHv-Like and blaces-Like genes.



63

Isolate Specimen Biological sample GAge/ Sector = Placmx  blaren.  Dblaskv. - blaces.
ender M-1/2 Like Like Like

JKP02 K. pneumoniae Blood 64/F sw2

J.ECO8 E. coli Fragment of tissue 74/F sw2

J.EC12 E. coli Fragment of tissue 78/M csc N

J.KP15 K. pneumoniae Blood 0*/M Nicu | I

JEC18 E. coli Liquid ascites 27IF sw2

JEC23 E. coli Blood 89/M BAO

J.KP34 E. coli Bone fragment 61/M csc N

JEC36 K. pneumoniae Blood 2m**/M rw

J.EC40 E. coli Secretion of wound 38/F swi

JKP41  K.pneumoniae = Fragment of tissue 41/M swi

J.EC42 E. coli Secretion of wound 48/F swi

J.EC50 E. coli Fragment of tissue 61/F ICU1

J.EC51 E. coli Fragment of tissue 58/M Asc T

ASC: Ambulatory Surgical Center; BAO: Brief Adult Observation; GSC: General Surgical Center; NICU:
Neonatal Intensive Care Unit; PW: Pediatric Ward; SW1: Surgery ward 1; SW2: Surgery Ward 2; * Newborn, two
days of life; **Two months; F: Female; M: Male.

DISCUSSION

During the 1990s outbreaks of E. coli and K. pneumoniae ESBL producers were
cause of approximately 7% of all infections occurring in hospitals. These rates grew rapidly, in
2003, over 20% of pathogenic K. pneumoniae isolates in USA intensive care units were resistant
to third-generation cephalosporins (19).

Our data corroborate this growth trend, once it was observed high rates of E. coli
(49.2%) and K. pneumoniae (70.8%) ESBL producers. These data are worrisome, especially as
we observe an increasing linear trend of ESBL production rates in the hospital searched. On the
other hand, it was reported lower rates of resistance in these bacterial species isolated from a
public teaching hospital in the Midwest of the Brazil, E. coli (5.8%) and K. pneumoniae (45.6%)
(20). Based on data from throughout Latin America (3), was also reported lower rates being
32% of the isolates of E. coli and 58% of isolates of Klebsiella pneumoniae ESBL producers.
However, in other brazillian study (21), was observed similar rate of ESBL-producing E. coli
(54.5%), but higher rate of ESBL-producing K. pneumoniae (95.1%) than the data reported in
this study.

The results of this search showed that isolates of E. coli and K. pneumoniae ESBL
producers were more frequent in urine (22.7%), blood (19.3%) and respiratory tract (13.1%)
samples, similar to the data found by other Brazilian researchers (20,21,23). Recently
Costabeber et al. (2016) (22), also identified these three sites as the most prevalente of ESBL-
producing E. coli and K. pneumoniae strains, although the rate found in the respiratory tract

(22.8%) had been almost twice as large than the rate found in our study.
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In this study the most common sites for the isolation of K. pneumoniae was blood
and urine, followed by bronchoalveolar lavage, these data corroborate other Brazilian study
(24). On the other hand, a study conducted in France (25) showed a high incidence of K.
pneumoniae in urine samples, followed by blood samples. Interestingly, according with
European Centre for Disease Prevention and Control (26), K. pneumoniae occurs in highest
rates mainly in bloodstream infections, followed by urine tract infections.

Our findings demonstrated that E. coli was detected more frequently in urine
cultures (40.1%), although these rates are lower than those found by other researchers in Brazil
and other countries, as Bartoloni et al. (2016) (27) 79,8%; Carvalho et al. (2016) (28) 68%;
Vaish et al. (2016) (29) 65%; Cho et al. (2015) (30) 78,3%); Ferreira (2015) (21) 83,3%; Prestes-
Carneiro et al.(2015) (24) 63,4%; Miranda et al. (2014) (31) 70,2%; Silva et al. (2014) (32)
67,9% e Zamparete (2014) (23) 73%. It is noteworthy that the majority (73.5%) of the E. coli
positive urine cultures was detected in women. This condition was also found by Carvalho et
al. (2016) (28) and Faria et al. (2016) (33). These results are expected, since women are more
affected by urinary tract infections than men (28,31,33,34,35). We note that the highest rates of
infection by E. coli and K. pneumoniae were observed in patients from surgical wards, clinical
wards and intensive care units, as well as reported by other authors (21,23,36).

We also observed that the middle age of infected patients by E. coli or K.
pneumoniae, regardless of ESBL phenotype, was 47.5 years, while the modal age was from 50
to 79 years. A recent research (36) showed that the middle age of infected patients with ESBL-
producing enterobacteria is 53.7 years, similar to the data mentioned by Ferreira (2015) (21)
(middle age 60.6 years). These findings can be attributed to the fact that patients in this age
group accumulate more comorbidities, such as diabetes mellitus, futhermore the hospital
environment require more invasive devices, such as central and/or peripheral venous access,
urinary catheter, nasogastric probe and/or tracheostomy.

In relation to antimicrobial profile, our research revealed that E. coli was more
sensitive to imipenem and amikacin and more resistant to ampicillin and ciprofloxacin,
according to the findings of other researchers (29,26). Considering only the ESBL-producing
isolates, the more effective antimicrobials agents against K. pneumoniae and E. coli were
carbapenems, such as imipenem and meropenem, similar results were found in other studies
(30,36).

Our results indicated that blactx-m was the gene most prevalent of ESBL, followed
by blarem and blasnv genes. A study conducted in Iran with E. coli isolates showed a higher

prevalence of blacTx-m gene (94.6%), followed by blatem gene (56.8%) (37) than our findings.
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In a search conducted in Bolivia, all E. coli ESBL producers isolated harbored genes encoding
enzymes CTX-M type (27). Recently, a published systematic review showed that the f-
lactamase CTX-M is the predominant type of ESBL in Brazil (38). It is known that this family
of ESBL enzymes has become one of the most important worldwide (3,27,39,40,41,42,43).

The highest rate of strains harboring genes of resistance was found in surgical
sectors (69.2%, 9 of 13 isolates), including general surgical center, outpatient surgical center
and surgical wards, as well as observed by other brazilian study (24), although most studies
report the highest rates of detection of resistance genes and/or multidrug resistance in intensive
care units and clinical wards (21,31,36,62).

Data on the prevalence of blactx-m, blatem and blaskv genes in this study showed
lower rates than the findings of other authors, especially for the blasny gene (3,12,14). This fact
can be explained because despite the strong correlation between the presence of bla genes and
ESBL phenotype, the presence of these genes does not assures the production of ESBL, because
the genes can be silenced, or there may be the production of some other enzyme, such as AmpC
(11,40).

Anago et al. (2015) (44) reported that the genotype TEM was predominant in ESBL
and non ESBL producing E. coli with respectively 72.4% and 80.0%, futhermore the blasnv
gene occurred in 24.1% of ESBL producing isolates and in 18.1% of the isolates without ESBL
phenotype. In Klebsiella spp., Dexheimer et al. (2015) (40) found the blactx-v gene in most
isolates, but not all had the ESBL phenotype. Thus, the production of ESBL may be an
aggravating factor in conjunction with other types of resistance mechanisms (11,40). Despite
the low prevalence of blacTx-m, blatem and blaswv genes found in our study, it is possible that
other ESBL genes are present, conferring resistance to multiple antibiotics.

In only one isolated (J.KP15) of K. pneumoniae was detected the blaces and blactx-
m gene, concomitantly. The specimen was recovered from a blood culture of a newborn, who
came to death in the neonatal ICU. The blaces gene had been reported in Brazil in clinical
samples of Pseudomonas aeruginosa (45,46,47,48,49,50,51). In environmental samples, the
presence of blaces gene was reported in K. pneumoniae (52,53). However, considering K.
pneumoniae isolated from human infections in Brazil, there are two detection reports, one in
Southeast (54) and another in South (55) of the country. Thus, according to a literature, this is
the first report of Klebsiella pneumoniae harboring blaces and blactx-m genes in Brazil and the
first report of this specie harboring blaces gene in the Northeast of the country.

The blavim gene wasn’t detected in the samples analysed in this study, although

others researchs demonstrated the presence of this gene in Brazil’s Southeast (56,57,58). In
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relation to the blakec gene, it had been detected in Brazil (59,60), including in the northeast
(18), but it was not found among the isolates of the searched hospital.

CONCLUSION

Our findings demonstrated high levels of resistance to beta-lactams,
fluoroquinolones, as well as increasing linear trend for ESBL production by the studied
specimens. Among the isolates analyzed in this study, the blactx-m gene was the most prevalent.

Furthermore, it was detected one clinical strain of K. pneumoniae harboring blaces
and blactx-m genes, being of our knowledge the first report in Brazil, which demonstrates the

great potential for worldwide spread of resistance genes between Gram-negative bacillus.
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ABSTRACT

A clinical Klebsiella pneumoniae isolate carrying the extended-spectrum [-lactamase gene
variant blaces and blactx-m was recovered from a blood culture of a newborn in the neonatal
ICU in a teaching hospital in Brazil’s Northeast. Amikacin, ceftriaxone and cefuroxime activity
was most affected by the presence of theses genes and an additional resistance to ampicillin /
sulbactam was observed. These results show the emergence of blages and blacTx-m in clinical
K. pneumoniae strain in Brazil, suggesting a great potencial for dissemination of bla genes into
nosocomial pathogens.
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INTRODUCTION

In 1998, a Klebsiella pneumoniae isolate was recovered in a French hospital from
an infant that previously had been hospitalized in French Guiana. The B-lactamase characterized
from this clinical strain was accordingly named GES-1 (Guiana extended-spectrum). This
enzyme conferred resistance to extended-spectrum cephalosporins, clavulanic acid, tazobactam
and imipenem (1).

At present, the GES family enzymes comprise 27 different members
(http://www.lahey.org/Studies/) of which only eight, GES-1, GES-2, GES-4, GES-5 GES-6,
GES-11, GES-14 and GES-18, show a measurable enzymatic activity against carbapenems.
However, the carbapenemase activity of GES-1 is so low that it seems reasonable to consider
the enzyme as an ESBL rather than a carbapenemase (2,3).

The enzymes of the GES family differ from each other by one to four amino acid
substitutions. Currently, the phylogenetically closest related p-lactamase to the GES family
enzymes is BEL-1 from P. aeruginosa with identities ranging from 50% to 51%. The GES
enzymes have mainly been found in P. aeruginosa, but the enzymes have also been observed
in members of Enterobacteriaceae. Isolates producing GES enzymes with carbapenemase
activity have been collected predominantly in Europe, South Africa and the Far East (2).

The aim of the current study was to report the presence of the blaces gene in clinical
K. pneumoniae ESBL producer isolated from a newborn with nosocomial infection admitted in

a teaching hospital in Sobral, Ceara, Northeast of Brazil.

METHODOLOGY

A total of 44 non-duplicate ESBL-producing clinical isolates were collected from
March 2015 to March 2016 in the North Regional hospital at Sobral (HRN), Ceara, Northeast
of Brazil. The isolates were identified by the Vitek® 2 compact automated system (BioMerieux,
Marcy L’Etoile, France) as K. pneumoniae (21 isolates) and E. coli (23 isolates) using GN
cards, as well as the antimicrobial susceptibility profile.

The minimum inhibitory concentrations (MICs), resistance patterns, and
phenotypic detection of ESBL production were determined using the Vitek® 2 compact
automated system. Polymerase chain reaction (PCR) amplification was used to detect the

presence of gene encoding GES enzyme. For amplification of blaces, as previously described
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(4), the following primers were used: 3’-AGCAGCTCAGATCGGTGTTG-5" and 3’-
CCGTGCTCAGGATGAGTTG-5".

The present study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki,
and the protocol was approved by the Institutional Ethics Committee of the State University of
Acaral Valley, Sobral, Ceard, Brazil (n° 975.071). All of the patients gave their written

informed consent.

RESULTS

The blaces gene was detected in only one Klebsiella pneumoniae. Isolate J.KP15
was recovered from a blood culture of a newborn preterm, with nine days of life, gestational
age fixed 33 weeks and five days, weighing 1,742 grams. The child was born at Santa Casa de
Misercordia hospital at Sobral — CE and was transferred to the HRN under invasive mechanical
ventilation and vasoactive drugs.

The child was diagnosed with necrotizing enterocolitis and suspected perforation
of intestinal loop. It underwent an exploratory laparotomy, where it was found that there was
no intestinal loop drilling. During hospitalization at the HRN, the patient was treated with
meropenem and vancomycin. The newborn remained in the HRN Intensive Care Unit for nine
days, when he died. The antimicrobial susceptibility profile of isolated J.KP15 is shown in table
1, and figure 1 show agarose gel containing fragments of blaces gene amplified by conventional
PCR.

Table 1 — Antimicrobial susceptibility profile of isolated J.KP15.

Hemoculture for aerobic
Specimen: Klebsiella pneumoniae

Antibiogram Result MIC (ug/ml)
Amikacin R >=64
Ampicillin R >=32
Ampicillin/Sulbactam R >=32
Cefepime R 16
Cefoxitin R <=4
Ceftazidime R 16
Ceftriaxone R >=64
Cefuroxime R >=64
Ciprofloxacin S <=0,25
Colistine S <=0,50
Ertapenem S <=0,50
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Gentamicin R >=16
Imipenem S <=0,25
Meropenem S <=0,25
Piperacillin/Tazobactam | 32
Tigecycline S <=0,50
ESBL: Positive

R: resistant; I: intermediate; S: sensitive; ESBL: Extended Spectrum Betalactamase; following CLSI1/2014
recommendations

Figure 1 — Agarose gel 1% containing fragments of blaces gene amplified by PCR.

Arrow indicates 750 bp fragments corresponding to
the coding region of blaces gene. PM - molecular
weight marker (1kb Ladder); C+: positive control;
C-: negative control; J.EC40: negative control.

DISCUSSION

Despite a diverse arsenal of antimicrobials, bacterial infections still represent a
major cause of morbidity and mortality worldwide, especially due to the emergence and spread
of multidrug-resistant isolates. Infections caused by carbapenem-resistant Enterobacteriaceae
are very worrisome, because they have been associated with high mortality rates*. Here, we
report the identification of a blaces gene, in clinical K. pneumoniae isolate from a newborn,
similar to the first report of the enzyme GES in the year 2000, which was also isolated from a
child (1).
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Since its emergence, the enzyme GES has extended its worldwide distribution. The
GES enzyme has been identified in Argentina (5), Belgium (6), Brazil (7), Canada (8), China
(9), Egypt (10), Germany (11), France (1,12), Iran (13), Japan (14), Korea (15), Kuwait (16),
Lebanon (17), Mexico (18), Netherlands (19), Portugal (20), Spain (21), South Africa (22),
Tunisian (23) and Turkey (24) in clinical isolates of Acinetobacter baumannii, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Serratia marcescens. Recently, in a
study with K. pneumoniae conducted in Iran for Zibaei et al. (2016) (13), 23.2% of the isolates
harbored the gene blaces. In the same year, in a China study (9), was reported the emergence
of the K. pneumoniae isolate carrying blactx-m, blashv and blaces genes, concomitantly. In
Turkey, a group of researchers (24) detected the blaces gene in a P. aeruginosa isolate, the third
reported in this Asiatic country since 2013.

In Brazil, the blages gene had been reported in clinical samples of Pseudomonas
aeruginosa (25-31). In environmental samples, the presence of blaces gene was reported in K.
pneumoniae (32,33). However, considering K. pneumoniae isolated from human infections in
Brazil, there are two reports, the first was Dropa et al. (2010) (34), in Sdo Paulo, Brazil’s
Southeast, the researchers detected one clinical K. pneumoniae isolate harboring blaces, blaskv
and blarem genes, concomitantly, and the other one was Ribeiro et al. (2014) (35), in Porto
Alegre, Brazil’s South, that reported K. pneumoniae harboring blaces. In the Northeast of Brazil
there are only two reports of detection of the blaces gene at moment, but both in P. aeruginosa
(26,31).

To our knowledge, the clinical K. pneumoniae isolate (J.KP15), reported in this
study, harboring blaces and blactx-m genes, is the first report of this ESBL genes in nosocomial

K. pneumoniae isolated from Brazil.

CONCLUSION

The data presented in this study draw attention to the increasing resistance of K.
pneumoniae, which can be attributed to the pressure exerted by the widespread use of antibiotics
and demonstrates the great potential for worldwide spread of resistance genes between Gram-
negative bacillus.

Moreover, it is important to step up and standardize laboratory monitoring of
antimicrobial susceptibility to assist in the identification of multiresistant clones outbreaks and

help better understand the epidemiological evolution of these pathogenic species. More
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researches for detection of genes conferring multidrug resistance in the Enterobacteriaceae are

required for mapping and monitoring of increasing of the resistance.

10.

11.
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APENDICE

CONTROLE DE ISOLADOS NOS QUAIS FORAM IDNTIFICADOS OS GENES DE
RESISTENCIA PESQUISADOS

Periodo: marco de 2015 a margo de 2016
Local: Hospital Regional Norte — Sobral/CE
Pesquisador responsavel: Jisbaque Melo Braga

Isolado Sexo Id Material Espécime Setor Origem
J.KP02 F 64 Sangue periférico MSE Klebsiella pneumoniae  CC2 IPU
J.ECO08 F 74  Fragmento de Tecido Escherichia coli cc2 COREAU
J.EC12 M 78 Fragmento de Tecido Escherichia coli CCG SOBRAL
J.KP15 M 0  Sangue periférico MSD Klebsiella pneumoniae  UTIN SOBRAL
J.EC18 F 27 Liquido Cavitario Escherichia coli CcC2 GRANJA
J.EC23 M 89 Sangue periférico MSE Escherichia coli OBA SOBRAL
J.EC34 M 61 Fragmento de osso Escherichia coli CCG CROATA
J.KP36 M 2M  Sangue periférico MID Klebsiella pneumoniae CP MORRINHOS
J.EC40 F 38 Secregao purulenta Escherichia coli cc1 SOBRAL
J.KP41 M 41 Fragmento de Tecido Klebsiella pneumoniae  CC1 GRANJA
J.EC42 F 48 Secregdo purulenta Escherichia coli cc1 SOBRAL
J.EC50 F 61 Fragmento de Tecido Escherichia coli UTI1  SANTANA DO ACARAU
J.EC51 M 58 Fragmento de Tecido Escherichia coli CCA HIDROLANDIA

CC1: Clinica Ciragica 1; CC2: Clinica Cirugica 2; CCA: Centro Cirargico Ambulatorial; CCG: Centro
Cirdargico Geral; CP: Clinica Pediatrica; UTIN: Unidade de Terapia Intensiva Neonatal; UTI 1: Unidade
de Terapia Intensiva Adulto 1; OBA: Observacao Breve Adulto;
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Caro participante:

Sou fisioterapeuta, funcionario do Hospital Regional Norte — Sobral e estou desenvolvendo uma
pesquisa cientifica sobre a ocorréncia de bacterias que causam infec¢des hospitalares e que sdo resistentes a
muitos antibioticos. Por isso solicito sua colaboragdo em participar da pesquisa, aceitando que estudemos as
culturas bacterianas coletadas.

Os dados serdo apresentados na Universidade Federal do Ceara - Sobral e divulgados junto a
comunidade académica, respeitando o carater confidencial das identidades. Garanto-lhe que sua participacdo
ficara no anonimato, ndo sera divulgado seu nome. Pretendemos com esta pesquisa verificar as caracteristicas
geneticas destas bacteTias para que no futuro tenhamos condicées de tratar com mais eficiéncia aqueles pacientes
que eventualmente possam ser infectados com este mesmo tipo de bacteria resistente.

Vocé tem o direito de ndo participar dessa pesquisa se assim o desejar, mas seria importante sua
participacdo. Aceitando participar, se por qualquer motivo, durante o andamento da pesquisa, resolver desistir,
tem toda liberdade para retirar seu consentimento a qualquer momento. Reforco que sua colaboragdo e
participacdo poderdo trazer beneficios para o desenvolvimento cientifico. Participar da coleta ndo lhe trara riscos
para sua saude, nem mesmo risco de receber adverténcia por ter participado ou nao. Tudo ocorrera em sigilo.
Além disto, se alguma informacdo importante for encontrada que possa melhorar o seu tratamento, esta
informacdo sera imediatamente comunicada a equipe medica.

Para possiveis esclarecimentos entrar em contato comigo no endereco: Avenida Comandante
Maurocelio Rocha Pontes, 100 - Derby - 62042-280 — Sobral — CE, telefone (88) 3611.8000 Ramal 231 ou com
o Comité de Etica em Pesquisa da UVA, Avenida Comandante Maurocelio Rocha Pontes, 150 - Derby - 62042-
280- Sobral — CE, telefone (88) 3677-4255.

Atenciosamente,

Jisbaque Melo Braga
Pesquisador UFC — Sobral

Consentimento Pos-Informado

Declaro que tomei conhecimento do estudo que pretende verificar as caracteristicas geneticas de
bacterias resistentes a alguns antibioticos, cujo titulo ¢ “Prevaléncia e caracterizacdo genetica de Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae produtoras de betalactamase de espectro ampliado (ESBL) isoladas de infecg6es
nosocomiais e comunitarias no Hospital Regional Norte — Sobral/CE”, realizado pelo pesquisador Jisbaque
Melo Braga e sua equipe, compreendi seus propositos e, concordo em participar da pesquisa, ndo me oponho a
analise da amostra biologica, e tambem sei que em qualquer momento posso retirar meu consentimento em
participar da mesma.

Sobral, de de 2015.

Ciente, Assinatura do Sujeito, responsavel ou testemunha:

Documento de identificacdo do participante:

Polegar Direito

Assinatura do Pesquisador




95

ANEXO 2

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA GENOMICO
(EASY DNA — INVITROGEN)

1) Reativagdo das cepas em BHI caldo (de 18h a 24h, & 35°C);

2) Coletar uma aliquota de 1,0ml (~10° de células por ml);

3) Centrifugar a aliquota a 3.000rpm por 10min a 4°C;

4) Descartar o sobrenadante;

5) Adicionar 350l da solucgéo A (solugéo de lise) e vortexar;

6) Incubar a 65°C por 10min;

7) Adicionar 150ul da solucdo B (solucdo precipitante) e vortexar até obtencdo de uma
solucdo homogénea (de 10s a 605s);

8) Adicionar 500ul de cloroférmio e vortexar até obtencdo de uma solugdo homogénea (de
10s a 60s);

9) Centrifugar a aliquota a 13.000rpm por 10min a 4°C (separacdo de fases);
10) Transferir o sobrenadante para novos tubos;

11) Adicionar 1,0ml de etanol absoluto gelado (-20°C) e vortexar;

12) Incubar em gelo por 30min;

13) Centrifugar a aliquota a 13.000rpm por 10min a 4°C;

14) Descartar o sobrenadante (etanol);

15) Adicionar 500pl de etanol a 80% gelado (-20°C) e vortexar;

16) Centrifugar a aliquota a 13.000rpm por 10min a 4°C;

17) Descartar o sobrenadante (etanol) totalmente, deixando evaporar por 5 min;
18) Ressuspender o “pellet” em 100ul de solugdo tamponante;

19) Adicionar 2ul de RNAse (2mg/ml);

20) Incubar os tubos a 37°C por 30min;

21) Armazenar em freezer (-20°C) para posterior utilizacao;

Materiais:

v' Pipetas (10, 200 e 1000pl);

v Ponteiras brancas (0,5 — 10ul), amarelas (1 — 200ul) e azuis (200 — 1.000ul);
v Eppendorfs (tubos — 2x o nimero de amostas);

v Etanol gelado (100% e 80%);

v Cloroférmio P.A;

v Gelo triturado;

v Banho-maria a 65°C e a 37°C;

v Centrifuga;

OBS: Caso sejam formados precipitados na solucdo devido a temperatura de armazenamento (-
20°C), aqueca a 45°C para dissolver e aguarde esfriar para utilizacao.



ANEXO 3

96

N°010/2014 C.E.

MEMORANDO

Sobral (CE), 25 de novembro de 2014.

DE: Comissao Interna de Pesquisa - Centro de Estudos

PARA: Orientador Responsavel

— Vicente de Paulo Teixeira Pinto

Pesquisador — Jisbaque Melo Braga

REF.: PROJETO DE PESQUISA

Prezado(a) Pesquisador(a)

O projeto intitulado “PREVALENCIA E CARACTERIZAGAO GENETICA DE
Escherichia coli E Klebsiella pneumoniae PRODUTORAS DE BETALACTAMASE DE
ESPECTRO AMPLIADO (ESBL) ISOLADAS DE INFECGOES NOSOCOMIAIS E
COMUNITARIAS NO HOSPITAL REGIONAL NORTE — SOBRAL/CE?” foi aprovado pela
Coordenagao da Comissdo Interna de Pesquisa - CIP para submissdo na Plataforma
Brasil. Aguardamos o retorno com o parecer do Comité de Etica em Pesquisa, para

liberagao de coleta de dados.

Cordialmente,

b

Fmauumdoc Costa Vesconcalos
cenmdeEswdos

Francisca Brunna de Carvalho Costa
Enfermeira Educagao Permanente
Centro de Estudos - HRN

Comissao Interna de Pesquisa

Tel: (88) 36779516

e-mail: centrodeestudoshrn@gmail.com
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PREVALENCIA E CARACTERIZACAO GENETICA DE Escherichia coli E Klebsiella
pneumoniae PRODUTORAS DE BETALACTAMASE DE ESPECTRO AMPLIADO
(ESBL) ISOLADAS DE INFECCOES NOSOCOMIAIS E COMUNITARIAS NO
HOSPITAL REGIONAL NORTE ; SOBRAL/CE

Pesquisador: JISBAQUE MELO BRAGA

Area Temdtica:

Versao: 1

CAAE: 39307314.0.0000.5053

Instituicao Proponente: Universidade Estadual Vale do Acarau - UVA
Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 975.071
Data da Relatoria: 11/02/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de projeto de dissertacao de mestrado em ciéncias da saude da Universidade Federal do Ceara,
Campus Sobral.

Objetivo da Pesquisa:

A pesquisa tem como principal objetivo pesquisar a prevaléncia de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
produtoras de ESBL isoladas de infeccoes nosocomiais e comunitdrias no Hospital Regional Norte —

Sobral/CE, assim como realizar a caracterizacao genética destas bactérias.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Envolve riscos minimos, pertinentes ao manejo de dados procedentes de amostras clinicas de pacientes
internados no Hospital Regional Norte. Além disto, se alguma informacéao relevante para o tratamento do
individuo for encontrada, esta sera imediatamente comunicada a equipe médica.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma pesquisa quantitativa e qualitativa de cunho investigativo, que serd realizada em ambiente
hospitalar (coleta de dados) e laboratorial (andlise genética das bacterias). A pesquisa serd realizada no

Hospital Regional Norte (coleta de dados) e nos laboratdrios da UFC -Sobral

Endereco: Av Comandante Maurocelio Rocha Ponte, 150

Bairro: Derby CEP: 62.041-040
UF: CE Municipio: SOBRAL
Telefone: (88)3677-4255 Fax: (88)3677-4242 E-mail: uva_comitedeetica@hotmail.com
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Continuagao do Parecer: 975.071

(andlise genética das bacterias). O periodo total do estudo € de novembro de 2014 a dezembro de 2015,
sendo a coleta de dados prevista para fevereiro a julho de 2015.A populacao sera composta por todas as
culturas de amostras clinicas do referido hospital (comunitédrias ou nosocomiais) coletadas no periodo
anteriormente mencionado e a amostra compreendera as culturas de Klebsiella pneumoniae e Escherichia
coli produtoras de betalactamases de espectro estendido (ESBL). Portanto, utilizara amostras clinicas de
sangue, urina, lesao cutanea infectada, liquido pleural, liquido cefalorraquidiano, lavado bronco-alveolar,
aspirado traqueal, ponta de cateter percutaneo, secrecao de abscessos, ferida cirdrgica e ocular de
pacientes internados no HRN de Sobral. Assim, apds o laudo das amostras ser liberado pelo Laboratdrio
Pasteur de determinada cultura como sendo positivo para K. pneumoniae e/ou E. coli produtoras de ESBL,
seréo realizados os seguintes procedimentos: (1) solicitacdo de autorizacéo ao paciente e/ou responsavel
para utilizacao da cultura para andlise genética mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e Consentimento Pos-Informado (TCLE), e, sendo autorizado; (2) realizacao de agendamento
junto ao Laboratdrio Pasteur para recebimento do espécime bacteriano em questao. A andlise estatistica
para a avaliacao quantitativa sobre as proporcées encontradas de genes blaSHV, blaTEM e blaCTX-M
(deteccao genotipica de ESBL) serd realizada atraves do teste do Qui-Quadrado (Software GraphPad, San
Diego California USA).

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
A proposta apresenta adequadamente os Termos obrigatdrios: Carta de Anuéncia da instituicao em que a
pesquisa serd realizada; Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e Pds-Informado.

Recomendacgoes:

O projeto de pesquisa encontra-se adequado. Entretanto, recomendamos rever o desenho do estudo no que
tange a abordagem qualitativa, uma vez que nao ha nenhum indicio desta dimensao no projeto.
Recomendamos ainda a devolutiva ao Comité de Etica em Pesquisa, por meio do envio do Relatdrio Final
de Pesquisa na aba Notificagoes da Plataforma Brasil. Recomenda-se ainda que o termo "sujeito da
pesquisa" seja substituido por "participante da pesquisa".

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

Sem pendéncias mas sendo necessadrio atentar para as recomendacoes listadas neste parecer.

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Endereco: Av Comandante Maurocelio Rocha Ponte, 150

Bairro: Derby CEP: 62.041-040
UF: CE Municfpio: SOBRAL
Telefone: (88)3677-4255 Fax: (88)3677-4242 E-mail: uva_comitedeetica@hotmail.com
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Consideracoes Finais a critério do CEP:

Apds apresentacao e discussao do projeto, o colegiado decidiu por classificd-lo como Aprovado, devendo o
pesquisador atentar para as recomendacoes registradas neste parecer.

SOBRAL, 05 de Marco de 2015

Assinado por:

Maristela Ines Osawa Chagas
(Coordenador)

Endereco: Av Comandante Maurocelio Rocha Ponte, 150

Bairro: Derby CEP: 62.041-040
UF: CE Municipio: SOBRAL
Telefone: (88)3677-4255 Fax: (88)3677-4242 E-mail: uva_comitedeetica@hotmail.com
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