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RESUMO 

 

Klebsiella pneumoniae é um bacilo gram-negativo responsável por uma parcela significativa 

de infecções do trato urinário, respiratório e corrente sanguínea de adultos em hospitais, além 

de infecções em recém-nascidos em unidades de terapia intensiva. Sua importância tem 

aumentado devido ao surgimento de cepas produtoras de beta-lactamases de espectro estendido 

(ESBL). Estas enzimas medeiam resistência aos oxyimino-β-lactâmicos. Em K. pneumoniae, a 

maioria das ESBL identificadas são dos tipos TEM, SHV e CTX-M. Em adição, β-lactamases 

que hidrolisam carbapenêmicos dos tipos KPC e GES tem sido detectadas nestes isolados. 

Surtos de infecção hospitalar causados por clones de K. pneumoniae multiressistentes tem sido 

descritos em várias regiões do país. No entanto, este é o primeiro relato de caracterização 

genética de isolados de K. pneumoniae produtores de ESBL no estado do Ceará, Brasil. Este 

estudo teve como objetivo, em primeiro lugar, detectar os principais genes responsáveis pela 

produção de ESBL em cepas de K. pneumoniae obtidas a partir de pacientes que desenvolveram 

infecções hospitalares em um hospital de cuidados terciários na região norte do estado do Ceará, 

de novembro de 2013 a agosto de 2014 e, em segundo lugar,  analisar a similaridade genética 

destes isolados.  Trinta e seis isolados clínicos de K. pneumoniae produtores de ESBL foram 

avaliados. A detecção dos genes blaCTX-M dos grupos 1 e 2, blaSHV-like, blaTEM-like, blaKPC-like e 

blaGES-like foi realizada por PCR. A tipagem molecular dos isolados foi realizada por Pulsed-

Field Gel Electrophoresis (PFGE).  Os genes blaCTX-M dos grupos 1 ou 2 e blaSHV-like foram 

detectados em 100% dos isolados e os genes blaTEM-like em 55,6%. Em adição, 55,6% dos 

produtores de CTX-M também produziram SHV e TEM. Nenhum gene blaKPC-like e blaGES-like 

foi detectado. A tipagem molecular por PFGE mostrou grande diversidade entre os isolados, 

contudo dois isolados coletados em diferentes clínicas mostraram o mesmo perfil de bandas e 

tinham os mesmos genes bla e, então, foram considerados como pertencentes a uma única cepa. 

A detecção dos genes blaCTX-M em 100% dos isolados sugere que as enzimas CTX-M são as 

principais ESBL responsáveis pelo fenótipo de resistência aos beta-lactâmicos nos isolados 

estudados. Dados apresentados neste estudo chamam atenção para um problema de resistência 

endêmico causado por cepas multiclonais de K. pneumoniae multirresistentes cujo controle 

passa essencialmente pelo aprimoramento das políticas de prescrição de antimicrobianos e pela 

implantação de programas de prevenção e controle da disseminação destes patógenos no 

hospital pesquisado. 

Palavras-chave:  Infecção hospitalar. K. pneumoniae. ESBL. Tipagem molecular. 

 



9 
 

ABSTRACT 

Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative bacillus responsible for a significant portion of 

urinary tract infections, respiratory, and bloodstream of adults in hospitals, besides infections 

in neonates in intensive care units. Its importance has increased due the emergence of extended-

spectrum beta-lactamase-producing strains (ESBLs). These enzymes mediate resistance to 

oxyimino-β-lactams. In K. pneumoniae, most of the identified ESBLs are of the TEM, SHV, 

and CTX-M types. In addition, carbapenem-hydrolyzing beta-lactamases of KPC and GES 

types has been detected in these isolates. Outbreaks of nosocomial infections caused by 

multidrug-resistant K. pneumoniae clones have been described in various regions of the 

country. However, this is the first report of the genetic characterization of ESBL-producing K. 

pneumoniae in the state of Ceará, Brazil. This study aimed firstly to detect the main genes 

responsible for ESBL production in K. pneumoniae strains obtained from patients who 

developed nosocomial infections in a tertiary support hospital in the northern region of the 

Ceará state, from November 2013 to August 2014 and, secondly, to analyze the genetic 

similarity of these isolates. Thirty-six clinical isolates of ESBL-producing K. pneumoniae were 

evaluated. The detection of blaCTX-M groups 1 and 2, blaSHV-like, blaTEM-like, blaKPC-like, and blaGES-

like genes was performed by PCR. Molecular typing of isolates was performed by pulsed-field 

gel electrophoresis PFGE. Groups 1 or 2 blaCTX-M and blaSHV-like genes were detected in 100% 

of the isolates and blaTEM-like genes in 55.6%. In addition, 55.6% of CTX-M-producers also 

produced SHV and TEM. No blaKPC-like and blaGES-like genes were detected. Molecular typing 

by PFGE showed great diversity between the isolates, although two isolates collected in 

different wards showed the same banding profile and had the same bla genes and so were 

considered to belong to a single strain. Detection of blaCTX-M genes in 100% of the isolates 

suggests that CTX-M enzymes are the major ESBLs responsible for the beta-lactam resistance 

phenotypes of the studied isolates. Data presented in this study call attention to an endemic 

resistance problem caused by multiclonal strains of multidrug-resistant K. pneumoniae whose 

control passes essentially the improvement of antimicrobial prescription policies and the 

implementation of prevention and control programs the spread of these pathogens in the studied 

hospital. 

Keywords: Nosocomial infection. K. pneumoniae. ESBL. Molecular typing. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram-negativo, membro da família 

Enterobacteriaceae, cujo tamanho varia de 0,3 a 1 μm de diâmetro e de 0,6 a 6 μm de 

comprimento. É um micro-organismo imóvel, não-esporulado, anaeróbio facultativo, 

fermentador de glicose, não produtor de ácido sulfídrico (H2S) e é capaz de utilizar o citrato 

como fonte de carbono, além de hidrolisar uréia (KONEMAM et al., 2001).  

É uma bactéria ubíqua, encontrada no ambiente em fontes como água, solo, plantas e 

esgoto; e como saprófitas em mucosas de seres humanos e animais, podendo ser encontrada 

colonizando de 1 a 6% a orofaringe e de 5 a 38% as fezes de pessoas normais, sendo que estes 

valores podem aumentar até 19% em orofaringe e 77% em material fecal quando o paciente se 

encontra hospitalizado (PODSCHUN & ULLMANN, 1998).  

K. pneumoniae é responsável por causar infecções relacionadas à assistência à saúde, 

tanto no meio ambiente comunitário quanto no hospitalar (SCARPATE & COSSATIS, 2009). 

Na comunidade, este patógeno é reconhecido como um importante causador de pneumonia 

comunitária, em pacientes com fatores predisponentes tais como idade avançada, doenças 

respiratórias crônicas, diabetes e alcoolismo (TOLENTINO, 2009). Em alguns casos, a 

pneumonia comunitária pode avançar para quadros de bacteremia e meningite (LENVINSON 

& JAWETZ, 2005). 

No ambiente hospitalar, K. pneumoniae é responsável por uma parcela significante de 

infecções do trato urinário, respiratório e corrente sanguínea de adultos (PODSCHUN & 

ULLMANN, 1998; ANDRADE et al., 2014), além de infecções em neonatos internados em 

unidades de terapia intensiva (CASSETARI et al., 2009). Sua transmissão ocorre por contato 

direto ou por fonte comum, podendo ocorrer em qualquer área física hospitalar e acometer 

pacientes clínicos, cirúrgicos e pediátricos (MARRA, 2002). Nas unidades de terapia intensiva 

(UTI), a colonização por cepas de K. pneumoniae multirresistentes está diretamente relacionada 

a fatores como o uso prolongado de antibióticos (BRANGER et al., 1998), duração do período 

de internação (POLLACK, 1972), e a grande capacidade de sobrevivência e disseminação deste 

micro-organismo no ambiente hospitalar (TOLENTINO, 2009).  

Sua importância tem aumentado ao longo dos últimos anos devido ao surgimento de 

cepas produtoras de Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL). Estas enzimas são 

produzidas por alguns bacilos Gram-negativos que medeiam resistência aos oxyimino-β-

lactâmicos tais como cefotaxima, ceftazidima e aztreonam (BUSH & JACOBY, 2010). Além 

disto, as ESBL estão frequentemente localizadas em plasmídeos que podem abrigar genes de 
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resistência a outros antibióticos, incluindo trimetropim, tetraciclinas, sulfonamidas e 

cloranfenicol, bem como aos aminoglicosídeos (TORTORA, FUNKE & CASE, 2012; 

LIVERMORE, 2012). 

Os surtos causados por K. pneumoniae produtoras de ESBL geralmente decorrem da 

transferências de pacientes colonizados entre unidades de internação e/ou entre hospitais ou 

podem estar associados ao uso abusivo de β-lactâmicos que poderão exercer pressão seletiva 

favorecendo o crescimento de cepas produtoras de ESBL (SCARPATE & COSSATIS, 2009). 

 Vale ressaltar que infecções hospitalares causadas por bactérias multirresistentes estão 

associadas com aumento dos custos de internação, hospitalização prolongada e, principalmente, 

aumento das taxas de morbidade e mortalidade (EVANS et al., 2007).  

A análise dos dados do programa de Avaliação e Vigilância de Tigeciclina (TEST) 

coletados em diversos países demostrou que a taxa de produção de ESBL foi maior entre 

isolados de K. pneumoniae coletados na América Latina seguido pela Ásia e Pacífico, Europa 

e América do Norte (44,0%, 22,4%, 13,3%, e 7,5%, respectivamente) (REINERT et al., 2007). 

Recentemente, a análise dos dados do Programa de Vigilância Antimicrobiana 

(SENTRY), atualizou a frequência e as taxas de resistência de bacilos Gram-negativos isolados 

em 10 centros médicos na América Latina entre 2008-2010. Neste estudo, as taxas de ESBL 

entre Klebsiella spp., foram de 60,4%, 59,2%, 49,9%, e 33,3 na Argentina, Chile, Brasil e 

México, respectivamente (GALES et al., 2012). 

Na América Latina, K. pneumoniae é a terceira causa de infecções de corrente 

sanguínea, e o quarto patógeno mais frequentemente isolado em pneumonias e infecções de 

pele e tecidos moles (GALES et al., 2012). No Brasil, de acordo com o estudo do grupo SCOPE, 

K. pneumoniae ocupa o terceiro lugar como causador de infecções de corrente sanguínea 

associadas à infecção hospitalar (MARRA et al., 2011).  

Diante deste cenário e de acordo com o nosso conhecimento, esta é a primeira inicativa 

visando elucidar os mecanismos genéticos envolvidos na resistência aos antimicrobianos β-

lactâmicos em cepas de K. pneumoniae isoladas do ambiente hospitalar no estado do Ceará. 

Então, diante da escassez destas informaçãos, este estudo poderá colaborar na determinação da 

prevalência destes patógenos na região, a partir da geração de informações epidemiológicas que 

poderão auxiliar os profissionais de saúde na prevenção da disseminação destes agentes e na 

escolha de uma terapia mais apropriada. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Antimicrobianos β-lactâmicos 

Os antibióticos β-lactâmicos estão inclusos num grupo de fármacos derivados das 

penicilinas que engloba mais de 50 agentes quimicamente relacionados e que apresentam uma 

estrutura central comum, o anel β-lactâmico, que é quem determina o mecanismo de ação destes 

fármacos. A associação deste anel com um radical específico (radicais do carbono 6 do anel β-

lactâmico) dá origem a diferentes grupos de antimicrobianos β-lactâmicos (penicilinas, 

cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos) (Figura 1). Vale ressaltar que as diferentes 

cadeias laterais proporcionam diversos perfis farmacodinâmicos, distintos espectros de ação 

antibacteriana e diferentes níveis de resistência as β-lactamases (CASELLI et al., 2001; 

SUÁREZ & GUDIOL, 2009).  

 

Figura 1 - Estrutura química dos antibióticos beta-lactâmicos 

 

 

 

                                       Fonte: Williams et al., 1999 

 

2.1.1 Mecanismos de ação dos antibióticos β-lactâmicos 

Os antimicrobianos β-lactâmicos interferem de modo específico na síntese dos 

peptideoglicanos, inibindo as transpeptidases (proteínas de ligação da penicilina [PBP]) que 

fazem a junção dos açucares N-acetilglicosamina (NAG) e Ácido N-acetilmurâmico (NAM), 
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bloqueando a síntese de peptideoglicana que resulta na ativação de autolisinas que degradam a 

parede celular e causam a lise osmótica da célula (CHAMBERS, 2010; PETRI, 2005). 

 

2.2 Tigeciclina 

 Este é o primeiro antibiótico da família das glicilciclinas com estrutura semelhante às 

tetraciclinas. Age por inibição de síntese protéica se ligando à subunidade 30s do ribossomo 

bacteriano e é bacteriostática. É ativa contra bactérias Gram negativas, Gram positivas e 

anaeróbios, porém não tem atividade contra espécies de Pseudomonas (ROSE & RYBAK, 

2006).   

 

2.3 β-lactamases 

A produção de β-lactamases é o mecanismo de resistência mais comum aos antibióticos 

β-lactâmicos em bactérias Gram-negativas clinicamente importantes (BUSH & JACOBY, 

2010). Estas enzimas podem ser divididas com base em seu espectro hidrolítico em: beta-

lactamases ou penicilinases, beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e beta-lactamases 

que hidrolisam carbapenêmicos, também conhecidas como carbapenemases. 

As beta-lactamases são enzimas capazes de hidrolisar o anel β-lactâmico das penicilinas, 

cefalosporinas de primeira e segunda geração, inativando sua ação antimicrobiana 

(LIVERMORE, 1995; BUSH, 2001).  Exemplos deste grupo incluem as β-lactamases de 

espectro restrito TEM-1, TEM-2, TEM-13, SHV-1, SHV-11 e SHV-89 que não têm atividade 

contra cefalosporinas de terceira e quarta geração (BUSH & JACOBY, 2010). 

No entanto, com a introdução das cefalosporinas de espectro estendido na prática 

médica, em meados dos anos de 1980, tais como cefotaxima e ceftazidima, beta-lactamases de 

espectro estendido (Extended Spectrum Beta-Lactamases-ESBLs) começaram a ser 

identificadas em amostras clínicas resistentes a estes novos fármacos (BRADFORD, 2001). 

Estas enzimas são capazes de hidrolisar antibióticos β-lactâmicos de terceira e quarta geração, 

restando como opção terapêutica apenas os carbapenêmicos (PATERSON & DOI, 2007). São 

importantes representantes deste 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 β-lactamases 

mais estudadas atualmente (BUSH & JACOBY, 2010). 

Os carbapenêmicos que são os antibióticos β-lactâmicos de espectro mais potente e 

amplo não ficaram ílesos. A produção de carbapenemases que são β-lactamases capazes de 

inativar os carbapenêmicos e todos os outros antibióticos β-lactâmicos tem sido constantemente 

detectados em patógenos Gram-negativos (PATEL & BONOMO, 2011). Nesta categoria, 
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encontram-se as carbapenemases da classe A, tais como GES-2, KPC-2 e KPC-10 (BUSH & 

JACOBY, 2010). 

 

2.3.1 Mecanismos de ação das β-lactamases 

O mecanismos de ação destas enzimas se dá inicialmente por meio de uma ligação não-

covalente com o anel β-lactâmico (Figura 2). Em seguida, o anel é “atacado” pela hidroxila 

livre da cadeia lateral do resíduo de serina no sítio ativo da enzima formando um grupo acil-

éster covalente. Posteriormente, a hidrólise do éster libera a enzima ativa e a droga inativa, além 

de uma molécula de água (LIVERMORE, 1995). Após o processo de hidrólise do agente 

antimicrobiano, a enzima é regenerada ficando livre para inativar outras moléculas (DRAWZ 

& BONOMO, 2010). 

 

Figura 2: Mecanismos de ação das serino-β-lactamases 

 

                                                 Fonte: Livermore et al., 1995. 

 

2.3.2 Classificação das β-lactamases 

Devido à grande importância das β-lactamases e a grande variedade das mesmas, 

surgiram métodos de classificação a fim de facilitar os estudos com estas enzimas. 

Tradicionalmente, as β-lactamases apresentam dois esquemas de classificação em razão da sua 

diversidade estrutural e preferência de substrato. O esquema proposto por Ambler (AMBLER, 

1980) classifica as β-lactamases em quatros classes moleculares: A) Beta-lactamases de 

espectro estendido (ESBL), penicilinases e carbenicilinases; B) Metalo-β-lactamases (MβL); 

C) Cefalosporinases cromossomais (AmpC); e D) Oxacilinases. As enzimas das classes A, C e 

D são serino-β-lactamases, pois requerem um resíduo de serina no sítio ativo da enzima para 
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hidrolisarem seus substratos. Já as enzimas da classe B necessitam de um íon zinco (Zn) para 

hidrolisarem seus substratos e são denominadas metalo-β-lactamases (MβL). Nesta 

classificação, as enzimas do tipo ESBL pertencem à classe A.  

O esquema proposto por Bush-Jacoby-Medeiros baseia-se na preferência de substrato 

da enzima e na inativação por inibidores de β-lactamases. Nesta classificação, as ESBLs 

pertencem ao subgrupo 2be que inclui as enzimas que hidrolisam penicilinas e os oxyimino-β-

lactâmicos tais como cefotaxima, ceftazidima e aztreonam a uma taxa geralmente >10% do que 

as benzilpenicilinas, além de inibição por ácido clavulânico (BUSH, 1989; BUSH, JAOBY & 

MEDEIROS, 1995; BUSH & JACOBY, 2010).   

A classificação de BUSH (BUSH, 1989) foi a primeira a correlacionar o substrato 

preferencial e propriedades inibitórias com a estrutura molecular da enzima. Recentemente, esta 

classificação foi atualizada (BUSH & JACOBY, 2010).  A tabela 1 apresenta a correlação entre 

a classificação molecular de AMBLER (AMBLER, 1980) e a de BUSH e JACOBY (BUSH & 

JACOBY, 2010) e as características funcionais das β-lactamases. 

 

Tabela 1: Características estruturais e funcionais dos principais grupos de β-lactamases 

expandido de BUSH et al., 1995 

 
Bush-

Jacoby 

(2010) 

Ambler, 

1980 

Substrato(s)  

Distintivo 

Inibição 
aAC ou 

TZB 

Características funcionais 

Grupo  

Funcional 

Classe 

Molecular 

1 C Cefalosporinas Não Maior hidrólise de cefalosporinas que 

benzilpenicilinas; hidrolisa cefamicinas  

1e C Cefalosporinas Não Aumento da hidrólise de ceftazidima e 

frequentemente outros oxyimino-β-

lactâmicos 

2ª A Penicilinas  Sim Maior hidrólise de benzilpenicilinas que 

cefalosporinas 

2b A Penicilinas, 

cefalosporinas de 

primeira geração 

Sim Hidrólise similar de benzilpenicilinas e 

cefalosporinas. Neste grupo temos as β-

lactamases clássicas TEM-1, TEM-2, TEM-

13, SHV-1, SHV-11 e SHV-89 

2be A Cefalosporinas de 

espectro 

estendido, 

Monobactâmicos 

Sim Aumento da hidrólise dos oxyimino-β-

lactâmicos (cefotaxima, ceftazidima, 

ceftriaxona, cefepima, aztreonam). Neste 

grupo temos as β-lactamases 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 Não Resistentes ao ácido clavulânico, sulbactam, e 

tazobactam 

2ber A Cefalosporinas de 

espectro 

estendido, 

Monobactâmicos 

Não Aumento da hidrólise dos oxyimino-β-

lactâmicos combinado com a resistência ao 

ácido clavulânico, sulbactam, e tazobactam 
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2c A Carbenicilina Sim Aumento da hidrólise de carbenicilina 

2ce A Carbenicilina, 

cefepima 

Sim Aumento da hidrólise de carbenicilina, 

cefepima e cefpirome 

2d D Cloxacilina Variável Aumento da hidrólise de cloxacilina ou 

oxacilina 

2de D Cefalosporinas de 

espectro estendido 

Variável Hidrolisa cloxacilina ou oxacilina e oxyimino-

β-lactâmicos 

2df D Carbapenêmicos Variável Hidrolisa cloxacilina ou oxacilina e 

carbapenêmicos 

2e A Cefalosporinas de 

espectro estendido 

Sim Hidrolisa cefalosporinas e são inibidas por 

ácido clavulânico, mas não aztreonam 

2f A Carbapenêmicos Variável Aumento da hidrólise de carbapenêmicos, 

oxyimino-β-lactâmicos e cefamicinas. Neste 

grupo temos as β-lactamases que hidrolisam 

carbapenêmicos ou carbapenemases GES-2, 

KPC-2 e KPC-10 

3ª B Carbapenêmicos Não Hidrólise de espectro amplo incluindo 

carbapenêmicos, mas não monobactâmicos 

3b B Carbapenêmicos Não Hidrólise preferencial de carbapenêmicos 
aAC, ácido clavulânico; TZB, tazobactam. (Fonte: BUSH & JACOBY, 2010) 

 

2.4 Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) 

A definição atual de ESBL é restrita as β-lactamase da classe A de Ambler e estão 

distribuídas no grupo 2be da classificação de Bush-Jacoby-Medeiros. Este grupo, reúne β-

lactamases com atividade contra cefalosporinas de espectro estendido (ceftazidima, cefotaxima 

e ceftriaxona) e inibição por inibidores de β-lactamases tais como ácido clavulânico, sulbactam 

e tazobactam (POIREL, BONNIN & NORDMANN, 2012).  

As ESBL começaram a ser identificadas a partir dos anos de 1980, originadas a partir 

de mutações pontuais em β-lactamases do tipo TEM-1, TEM-2 e SHV-1 que não possuem 

atividade de espectro estendido (JACOBY & MUNOS-PRICE, 2005). O surgimento destas 

enzimas veio em resposta à introdução das cefalosporinas de terceira geração no início dos anos 

1980, exemplificando a capacidade de adaptação apresentada por patógenos causadores de 

infecções hospitalares (PATERSON & BONOMO, 2005). Adicionalmente, com o aumento da 

pressão seletiva, surgiu a enzima CTX-M que hidrolisa preferencialmente cefotaxima, 

tornando-se prevalente em quase todo o mundo, particularmente em isolados clínicos de K. 

pneumoniae e Escherichia coli (LIVERMORE et al., 2007; JONES et al., 2009). 

Em K. pneumoniae, a maioria das ESBL identificadas são dos tipos TEM, SHV e CTX 

-M (BRADFORD, 2001; BONNET, 2004). No entanto, existem ESBL menos comuns não 

relacionadas com TEM, SHV ou CTX-M, incluindo as enzimas da família BEL-1, BES-1, SFO-

1, TLA-1, TLA-2 que não serão objetos deste estudo. 

 

2.4.1 ESBL do tipo TEM 
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Em 1960, foi descrita a primeira β-lactamase do tipo TEM. Ela foi identificada em uma 

amostra clínica de E. coli isolada da corrente sanguínea de uma paciente grega chamada 

Temoniera (TEM) e foi denominada de TEM-1 (DATTA & KONTOMICHALOU, 1965). Esta 

enzima hidrolisa facilmente penicilinas e cefalosporinas de primeira geração, tais como 

cefaloridina e cefalotina e são fortemente inibidas por ácido clavulânico e tazobactam (BUSH 

& JACOBY, 2010). TEM-1 é a β-lactamase mais comumente encontrada em bactérias Gram-

negativas (BRADFORD, 2001). A β-lactamase TEM-2 sofreu uma única mutação em relação 

a sua enzima precursora TEM-1, porém esta mutação não foi suficiente para modificar seu 

espectro hidrolítico e, portanto, são classificadas como β-lactamases de espectro restrito 

(BARTHÉLÉMY, PÉDUZZI & LABIA, 1985; BRADFORD, 2001).  

A primeira ESBL do grupo TEM foi detectada em um isolado clínico de K. pneumoniae 

coletado na França em 1987 e foi denominada como TEM-3 (SOUGAKOFF, GOUSSARD & 

COURVALIN, 1988). Atualmente, 222 variantes TEM já foram identificados, sendo que 

muitas delas (n=103) exibem um fenótipo ESBL (http://www.lahey.org/Studies/).    

 

2.4.2 ESBL do tipo SHV 

SHV (sulphydryl variable) é uma β-lactamase comumente encontrada em K. 

pneumoniae, sendo responsável por até 20% da resistência a ampicilina mediada por plasmídeo 

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 clínico de K. ozaenae (KNOTHE et al, 1983). O sequenciamento revelou que uma 

substituição de glicina por serina na posição 238 deu a esta enzima propriedades de espectro 

estendido, diferenciando-a da sua progenitora SHV-1 (PATERSON & BONOMO, 2005).  

Em 1988, SHV-3 e SHV-4 foram descritas em amostras clínicas de K. pneumoniae 

recuperadas de hospitais na França (JARLIER et al., 1988; BURÉ et al., 1988).  Desde então, 

inúmeros relatos de surtos envolvendo K. pneumoniae produtoras de ESBL têm sido reportados 

(COQUE, BAQUERO & CANTON, 2008). Atualmente, 191 variantes SHV já foram 

identificados, sendo que muitas delas (n=47) exibem um fenótipo ESBL 

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

 

2.4.3 ESBL do tipo CTX-M 

As enzimas CTX-M começaram a ser identificadas em enterobactérias no início dos 

anos de 1990, e sua explosiva propagação ocorreu na década passada, levando atualmente a 

uma situação endêmica em todo o mundo.  

http://www.lahey.org/Studies/
http://www.lahey.org/Studies/
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As ESBL do tipo CTX-M têm a propriedade de conferir resistência a todas as 

cefalosporinas de espectro estendido, tendo a cefotaxima e ceftriaxona como substratos 

preferenciais. Além disto, são codificadas por genes blaCTX-M, localizados em plasmídios, os 

quais podem abrigar outros genes que podem codificar resistência aos aminoglicosídeos, 

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 

clínico de E. coli na Alemanha, sendo designada CTX-M-1 em referência a atividade hidrolítica 

contra cefotaxima (BAUERNFEIND, GRIMM & SCHWEIGHART, 1990). Naquele período, 

observou-se um surto de cepas de Salmonella resistentes a cefotaxima na América do Sul, 

inicialmente em único hospital em La Plata e de lá para unidades neonatais de hospitais 

pediátricos em Buenos Aires, Norte da Argentina e Uruguai (ROSSI et al, 1995). 

Posteriormente, o sequenciamento da estrutura deste gene identificou a enzima CTX-M-2 como 

responsável por àquele surto (BAUERNFEIND et al., 1996).  

No Brasil, os primeiros relatos de uma enzima pertencente à família CTX-M foram 

anotados em amostras clínicas de enterobactérias coletadas em vários hospitais no Rio de 

Janeiro entre 1996 e 1997 (BONNET et al., 2000). Nos últimos anos, as ESBL da família CTX-

M apresentaram uma rápida expansão do número de enzimas identificadas, aumentando de 3% 

para 10% de todas as β-lactamases conhecidas entre 2000 e 2012, respectivamente (BUSH, 

2013).  

A propagação mundial destas enzimas ao longo dos últimos 10-15 anos é um dos 

fenômenos mais rápidos e importantes que se tem observado em termos de resistência aos 

antibióticos (POIREL, BONNIN & NORDMANN, 2012). Até o momento, já foram 

identificadas 166 variantes CTX-M em todo o mundo (http://www.lahey.org/Studies/). Estas 

variantes estão atualmente agrupadas de acordo com a similaridade da sequência de 

aminoácidos em cinco grupos filogenéticos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e 

CTX-M-25 (NASEER & UNDSFJORD, 2011). 

 

2.5 Beta-lactamases que hidrolisam carbapenêmicos 

Os carbapenêmicos representam os fármacos de escolha para o tratamento de infecções 

causadas por bacilos Gram-negativos multirresistentes produtores de ESBL. Contudo, a 

resistência aos carbapenêmicos está sendo cada vez mais detectada, estando principalmente 

relacionada a ação de enzimas carbapenemases (PEIRANO et al., 2009). Estas enzimas são 

agrupadas dentro das classes moleculares A, B e D de Ambler e tornaram-se 

epidemiologicamente importantes em diferentes partes do mundo.  

http://www.lahey.org/Studies/
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Dentro da classe A, as enzimas KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase) são as 

carbapenemases mais frequentemente encontradas, principalmente em enterobactérias 

(PEIRANO et al., 2009). Estas 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 clínico de K. pneumoniae nos Estados Unidos em 1996 (YIGIT et al., 

2001). 

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

família GES (Guiana Extended-Spectrum β-lactamase) que embora tenham sido reconhecidas 

inicialmente como ESBL, atualmente são classificadas como carbapenemases devido a 

mudanças no perfil hidrolítico de suas variantes que passou a incluir os carbapenêmicos 

(BEBRONE et al., 2013). 

 

2.5.1 Família KPC 

A primeira descrição de uma KPC (KPC-1) ocorreu em um isolado de K. pneumoniae 

nos Estados Unidos em 1996 e, desde então, expandiu-se para uma ampla área geográfica 

(YIGIT et al., 2001). Atualmente, as bactérias produtoras de KPC são consideradas endêmicas 

nos Estados Unidos, Argentina, Brasil, Colômbia, China, Grécia, Israel, Itália, Polônia e Porto 

Rico (MUNOZ-PRICE et al., 2013; NORDMANN & POIREL, 2014). No Brasil, o primeiro 

relato de uma KPC ocorreu em isolados clínicos de K. pneumoniae na cidade de Recife, 

Pernambuco (MONTEIRO et al., 2009).   

As enzimas do tipo KPC são frequentemente encontradas em K. pneumoniae associadas 

com infecções nosocomiais, tais como infecções do trato urinário, sepse, pneumonia e infecções 

intra-abdominais, porém não é comum sua ocorrência em infecções adquiridas na comunidade 

(CHEN et al., 2014).  As β-lactamases do tipo KPC podem hidrolisar todos os antibióticos β-

lactâmicos, incluindo carbapenêmicos, cefalosporinas, cefamicinas, monobactâmicos e ácido 

clavulânico (YIGIT et al., 2001; PAPP-WALLACE et al., 2010). Desde o seu primeiro registro, 

já foram identificadas 22 variantes desta família (http://www.lahey.org/Studies/).  

 

2.5.2 Família GES 

O gene blaGES-1 foi inicialmente caracterizado em um isolado de K. pneumoniae 

coletado na França de um paciente vindo da Guiana Francesa (POIREL et al., 2000).  Desde 

então, GES-1 já foi identificada na Argentina, Brasil, Portugal e Holanda em isolados clínicos 

de K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens (NAAS, POIREL & 

NORDMANN, 2008).   

http://www.lahey.org/Studies/
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GES-1 não é uma carbapenemase, porém algumas variantes entre as 24 atualmente 

conhecidas (http://www.lahey.org/Studies/), incluindo GES-2, GES-4, GES-5, GES-6, GES-

11, GES-14 e GES-18 ampliaram seu espectro hidrolítico para os carbapenêmicos e, portanto, 

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

  

2.6 Métodos de identificação bacteriana 

 

2.6.1 Identificação fenotípica pelo sistema automatizado VITEK 2 

No processo de identificação bacteriana pelo sistema automatizado VITEK 2 

(BioMérieux, Marcy-l'Etoile, France) utilizam-se cartões reagentes contendo substratos 

liofilizados que reagem bioquimicamente com a amostra biológica gerando um perfil fenotípico 

específico que é comparado com um banco de dados, resultando na identificação do micro-

organismo em aproximadamente 5 a 8 horas (BIOMÉRIEUX, 2014) (Figura 3).  

 

Figura 3 – Cartões reagentes para identificação fenotípica dos micro-organismos 

 

Fonte: www.biomerieux.com.br 

 

Os substratos citados mensuram as diferentes atividades metabólicas dos micro-

organismos, tais como acidificação, alcalinização, hidrólise enzimática e crescimento na 

presença de substâncias inibidoras (PINCUS, 2005).  

 

2.6.2 Identificação molecular por espectrometria de massa (MALDI-TOF MS) 

A ionização por dessorção a laser assistida por matriz (MALDI), seguido pela detecção 

em um analisador do tipo tempo de vôo (TOF) tem sido um dos métodos mais amplamente 

utilizados para a análise de biomoléculas. Esta metodologia é rápida, simples, precisa e de 

baixo-custo para identificação de rotina de isolados bacterianos, no entanto os custos para 

aquisição e implantação do equipamento ainda são relativamente altos (PATEL, 2013).  

http://www.lahey.org/Studies/
http://www.biomerieux.com.br/


29 
 

Esta técnica consiste na ionização de átomos ou moléculas de uma amostra por um laser, 

separação destes átomos ou moléculas em função da sua relação massa/carga (m/z) dentro de 

um tubo metálico submetido a vácuo, com as moléculas menores atingindo o detector antes das 

moléculas maiores, resultando na geração de espectros de massa (Figura 4). Estes espectros são 

comparados com um banco de dados de espectros de referência, resultando na identificação do 

organismo (PATEL, 2014). 

 

Figura 4 – Representação esquemática da técnica de MALDI-TOF MS 

 

 

 

Fonte: CROXATTO, PROD’HOM & GREUB, 2012 

 

O MALDI-TOF tem sido utilizado para caracterizar uma grande variedade de micro-

organismos incluindo bactérias, fungos e vírus (GIEBEL et al., 2010). Adicionalmente, esta 

técnica tem sido aplicada na investigação e identificação de proteínas e peptídeos, na 

genotipagem e análise de polimorfismos do DNA, na investigação de modificações pós-

transcricionais no RNA, dentre outras inúmeras aplicações (MARVIN, ROBERTS & FAY, 

2003; CROXATTO, PROD’HOM & GREUB, 2012). 

 

2.7 Diagnóstico molecular de ESBL e genotipagem bacteriana 

A detecção molecular de ESBL oferece maior potencial diagnóstico e informações 

epidemiológicas mais precisas, principalmente no controle de surtos. A identificação dos genes 
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bla responsáveis pela produção de ESBL pode ser obtida por Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR), mediante o uso de oligonucleotídeos iniciadores específicos. Estes iniciadores 

geralmente são escolhidos por se ligar em regiões que não sofreram mutações pontuais, contudo 

não discrimina qual variante daquela ESBL específica a bactéria possui (PATERSON & 

BONOMO, 2005; SHAH et al., 2004). Com isso, a confirmação de variantes alélicos ou 

identificação de uma nova variante requerer o sequenciamento de toda a região codificadora do 

gene (D’ANDREA et al., 2013).  

Além disto, compreender a distribuição e a similaridade genética entre os micro-

organismos é de suma importância para determinar a epidemiologia das infecções nosocomiais 

e auxiliar nos programas de prevenção e controle de disseminação de patógenos no ambiente 

hospitalar (ZAMPARETTE, 2014). Existem várias metodologias para genotipagem bacteriana, 

sendo que as mais utilizadas são: Enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence-

based (ERIC-PCR), Random amplification of polymorphic DNA (RAPD), Multilocus Sequence 

Typing (MLST) e Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). Contudo, a PFGE é considerada a 

metodologia padrão ouro, devido a sua excelente capacidade discriminatória (PFALLER et al., 

2001). Esta técnica foi desenvolvida em 1984, tendo sido utilizada inicialmente para separação 

do cromossomo de Saccharomyces cerevisae (SCHWARTZ & CANTOR, 1984).  

A metodologia de PFGE utiliza uma enzima de restrição específica que corta o DNA 

cromossômico em locais determinados, conhecidos como sítios de restrição. Estas enzimas são 

selecionadas para gerar um número pequeno de fragmentos de DNA que são separados com 

base no seu tamanho. Inicialmente, a suspensão bacteriana é misturada com agarose que 

proporciona estabilidade ao DNA nas etapas etapas de lise celular (MAGALHÃES et al., 2005). 

Após a etapa lise e remoção dos restos celulares, o DNA é digerido com uma enzima de 

restrição e submetido a uma eletroforese em campo pulsado (PFGE).  

Diferentemente de uma eletroforese convencional, a PFGE separa os fragmentos de 

restrição de tamanhos grandes, através de um campo elétrico que muda de direção e intensidade 

dos pulsos elétricos em diferentes espaços de tempo, gerando um padrão de bandas que será o 

padrão cromossômico daquela amostra, ou uma espécie de impressão digital do micro-

organismo (CANTOR, SMITH, MATHEW, 1988; CDC, 2015). 
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3- OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Investigar a ocorrência de genes β-lactamases e analisar a similaridade genética 

de espécimes clínicos de K. pneumoniae produtoras de ESBL isoladas de 

pacientes em um hospital de cuidados terciários na região norte do Estado do 

Ceará, Brasil. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Reidentificar os isolados clínicos de K. pneumoniae por espectrometria de massa 

(MALTI-TOF); 

 

2. Investigar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das cepas de K. 

pneumoniae produtoras de ESBL pelo sistema automatizado Vitek 2; 

 

3. Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos isolados resistentes a 

tigeciclina pelo método da microdiluição em caldo Muller-Hinton cátion 

ajustado; 

 

4. Investigar a ocorrência dos genes blaCTX-M-1/2, blaSHV-like, e blaTEM-like que 

codificam resistência as cefalosporinas de espectro estendido por PCR; 

 

5. Investigar a ocorrência dos genes blaKPC-like e blaGES-like que codificam resistência 

aos carbapenêmicos por PCR; 

 

6. Analisar a similaridade genética dos isolados clínicos de K. pneumoniae por 

Pulsed-Field Gel Eletrophoresis (PFGE). 
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4. ARTIGO I 

 

 

 

 

 

 

 

Alta prevalência dos genes beta-lactamases blaCTX-M, blaSHV e blaTEM em 

Klebsiella pneumoniae isoladas de pacientes com diagnóstico de infecção 

hospitalar em um Hospital de Cuidados Terciários no Ceará, Brasil. 
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Introdução 

 

Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram-negativo, membro da família 

Enterobacteriaceae. É uma importante causa de infecções relacionadas à assistência à saúde 

tais como pneumonias, bacteremias e infecções em outros órgãos, tanto no ambiente 

comunitário quanto no hospitalar (SCARPATE & COSSATIS, 2009; TRABULSI & 

ALTERTHUM, 2008).  

Sua importância tem aumentado ao longo dos últimos anos devido o surgimento de 

cepas produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). Estas enzimas são 

produzidas por alguns bacilos Gram-negativos e medeiam resistência aos oxyimino-β-

lactâmicos tais como cefotaxima, ceftazidima e aztreonam (BUSH & JACOBY, 2010). Em K. 

pneumoniae, a maioria das ESBL identificadas em isolados clínicos são dos tipos TEM, SHV 

e CTX-M (BRADFORD, 2001; BONNET, 2004). Além disto, β-lactamases que hidrolisam 

carbapenêmicos, tais como KPC e GES tem sido detectadas em K. pneumoniae associadas com 

infecções nosocomiais (CHEN et al., 2014; NAAS, POIREL & NORDMANN, 2008). 

Assim, a identificação de elementos genéticos envolvidos na resistência aos 

antimicrobianos em cepas de K. pneumoniae e a determinação de sua prevalência é um 

ferramenta útil na geração de informações epidemiológicas que poderão auxiliar aos 

profissionais de saúde na prevenção da disseminação destes patógenos e na escolha de uma 

terapia mais adequada. Portanto, o objetivo deste estudo foi caracterizar geneticamente cepas 

clínicas de K. pneumoniae isoladas de pacientes em um hospital de cuidados terciários na região 

norte do Estado do Ceará, Brasil, através da investigação dos genes blaCTX-M, blaSHV, blaTEM, 

blaKPC e blaGES por PCR e de tipagem molecular por Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE). 

 

Métodos 

 

 Cepas bacterianas 

Um total de 42 isolados clínicos de K. pneumoniae produtores de ESBL coletados de 

Novembro de 2013 a Agosto de 2014 em um hospital de cuidados terciários na região norte do 

Estado do Ceará, Brasil, foram objeto deste estudo. A identificação bacteriana foi realizada pelo 

sistema automatizado Vitek 2 (BioMérieux, Marcy-l'Etoile, France). A confirmação da 

identificação inicial dos isolados foi realizada por espectrometria de massa no Microflex LT 

MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Alemanha). As amostras foram obtidas de pacientes 

internados em unidades de cuidados intensivos e enfermarias clínicas (Figura 1). As cepas 
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produtoras de ESBL foram coletadas principalmente de sangue, secreções de ferida cirúrgica, 

urina e aspirado traqueal. 

 

Detecção fenotípica de ESBL e teste de sensibilidade aos antimicrobianos 

A detecção fenotípica de ESBL e os testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram 

realizados pelo sistema automatizado Vitek 2 (BioMérieux, Marcy-l'Etoile, France). 

Adicionalmente, os isolados resistentes ao ertapenem tiveram sua concentração inibitória 

mínima (CIM) confirmada pelo método da diluição em ágar Muller-Hinton (Oxoid, 

Basingstoke, Inglaterra) de acordo com as recomendações do CLSI, 2014. Em adição, a CIM 

dos isolados não sensíveis a tigeciclina foram confirmadas pelo método da microdiluição em 

caldo Muller-Hinton cátion ajustado (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) de acordo com o CLSI, 

2014. No entanto, a sensibilidade à tigeciclina foi interpretada de acordo com recomendações 

do EUCAST (2015), uma vez que os pontos de cortes pelo CLSI para tigeciclina ainda não 

estão disponíveis.  A CIM obtida pelos métodos da diluição em ágar e microdiluição em caldo 

foram considerados o padrão de referência em relação aos resultados obtidos pelo Vitek 2. 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 29213 foram 

usados como controle de qualidade dos testes de sensibilidade. 

 

Extração do DNA e detecção dos genes bla por Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) 

As amostras foram inicialmente reativadas em caldo BHI (Himedia®, Mumbai, Índia) 

por 24 horas a 37ºC. Após, uma alíquota de 1,0 mL, contendo aproximadamente 109 células/ml 

de suspensão bacteriana foi utilizada para extração do DNA genômico, utilizando o Kit “Easy 

DNA” TM (Invitrogen, Carlsbad, EUA) conforme recomendações do fabricante. Os genes β-

lactamases foram investigados por PCR usando primers previamente descritos (Tabela 1). As 

reações de amplificação foram preparadas em um volume total de 25µl, contendo 

aproximadamente 300 ng de DNA, 0.05 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, São Paulo, 

Brasil), 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen, Carlsbad, EUA), 2 mM de MgCl2, 0,5 µM de cada 

primer e tampão de reação 1X (concentração final). As amplificações foram realizadas no 

termiclador da eppendof com as seguintes condições de cliclagem:  95ºC por 10 minutos, 

seguidos de 30 ciclos de 95ºC por 1 minuto, 56ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 minuto e uma 

etapa de extensão final a 72ºC por 10 minutos. Para cada reação, o DNA de uma bactéria 

caracterizada geneticamente pelo Laboratório ALERTA (Universidade Federal de São Paulo -

Disciplina de Infectologia - UNIFESP) como produtora do gene alvo foi usada como controle 
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positivo da reação. Os produtos amplificados foram revelados em gel de agarose a 1% em 

tampão TBE 0,5X. 

 

Análise da relação genética por Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

A similaridade genética entre os isolados de K. pneumoniae produtores de ESBL foi 

avaliada por PFGE (Pfaller et al. 1992) no Laboratório Alerta (Universidade Federal de São 

Paulo-Disciplina de Infectologia-UNIFESP). O DNA cromossômico foi incorporado em blocos 

de gel de agarose a 2% (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e digerido com a enzima de restrição Spe 

I (New England Biolabs, Ipswich, EUA) a 37ºC por 18 horas. A eletroforese foi realizada no 

sistema CHEF DRII (BioRad Laboratories, Inc., Hercules, EUA) com as seguintes condições: 

Switch time inicial-final 5,0-60, a 6 V/cm por 23 h a 13ºC. O marcador de peso molecular de 

48,5 Kb (New England Biolab, EUA) foi aplicado no gel para mensurar o tamanho dos 

fragmentos obtidos. Os padrões de bandas obtidos foram avaliados pelo software BioNumerics 

versão 6.0 (Applied Maths, Belgium). O coeficiente de similaridade utilizado foi o de Dice com 

padronização de ≥80% para que os isolados fossem considerados como pertencente ao mesmo 

grupo clonal. O dendograma foi construído pelo método da média aritmética não-ponderada 

(UPGMA). Os valores utilizados para otimização e tolerância para todos os isolados foram 0,8 

e 1,0%, respectivamente. 

  

Considerações éticas 

  A aprovação ética foi obtida pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Estadual Vale do Acaraú (Parecer 528.783-CEP-UVA) em consonância com a resolução 

466/12 do Conselho Nacional de Saúde e pelo Subcomitê de Pesquisa da Santa Casa de 

Misericórdia de Sobral - CE. 

 

Resultados 

 

Cepas bacterianas 

 Um total de 42 amostras clínicas obtidas de pacientes com diagnóstico de infecção 

nosocomial foram identificadas como K. pneumoniae pelo sistema Vitek 2. No entanto, 14,3% 

dos isolados produziram resultados discordantes na identificação pelo MALDI-TOF e foram 

excluídos do estudo (Tabela 2). Os demais isolados (n=36) foram confirmados em nível de 

gênero e espécie como K. pneumoniae pelo MALDI-TOF e foram incluídos no estudo. 
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Teste de sensibilidade aos antimicrobianos 

A maioria dos isolados foram classificados como não sensíveis ou resistentes às 

cefalosporinas de amplo espectro, tais como: ceftriaxona (100%), ceftazidima (72,2%) e 

cefepima (69,4%). Altos índices de resistência à ampicilina (100%), ampicilina/sulbactam 

(69,4%), gentamicina (72,2%) e ciprofloxacina (61,1%) foram também observados, porém 

todos os isolados foram sensíveis à amicacina, imipenem e meropenem (Tabela 3). Os isolados 

resistentes ao ertapenem (11,1%) e não sensíveis à tigeciclina (36,1%) pelo sistema Vitek 2 

foram classificados como sensíveis pelo método da diluição em ágar e microdiluição em caldo 

Muller-Hinton cátion ajustado, respectivamente (Tabela 4 e 5). 

 

Prevalência de genes β-lactamases e genotipagem 

Os genes blaCTX-M-1/2 e blaSHV-like foram detectados em 100% dos isolados (Figura 2 e 3) 

e o gene blaTEM-like em 55,6% (Figura 4). Em adição, 55,6% das cepas produtores de CTX-M 

também produziram SHV e TEM (Tabela 6). Nenhum gene blaKPC-like e blaGES-like foi detectado 

(Figura 5 e 6). A tipagem molecular por PFGE revelou uma grande diversidade de padrões 

genéticos distribuídos entre 25 clusters, designados de I a XXV (Figura 1). No entanto, nove 

clusters incluindo de dois a três isolados com o coeficiente de similaridade variando entre 

81,6% a 100% foram observados. Destes, dois isolados (KP01 e KP06) apresentaram o mesmo 

padrão de bandas (cluster IX) e o mesmo conteúdo de genes bla e foram considerados clones.  

 

Discussão 

  

Das 42 amostras clínicas de K. pneumoniae produtoras de ESBL identificadas pelo 

Vitek 2, 14,3% foram identificadas de modo diferente pelo MALDI-TOF (Tabela 2). Vários 

estudos têm avaliado o MALDI-TOF como uma ferramenta mais precisa na identificação 

bacteriana quando comparado ao Vitek 2 (DUBOIS et al., 2012, DENG et al., 2014, GUO et 

al., 2014). No entanto, somente a análise genética poderá solucionar as discrepâncias entre estes 

dois métodos de identificação de espécies bacterianas (DENG et al., 2014).   

A detecção do gene blaCTX-M-1/2 em 100% das amostras analisadas sugere que a enzima 

CTX-M é a principal ESBL responsável pelo fenótipo de resistência aos antibióticos β-

lactâmicos nos isolados estudados e suporta o reconhecimento de CTX-M como a ESBL mais 

prevalente em todo o mundo (CANTÓN & COQUE, 2006), inclusive no Brasil (CLÍMACO, 

MINARINI & DARINI, 2010; ABREU et al., 2011; TOLENTINO et al., 2011). Não o bastante, 

55,6% dos produtores de CTX-M também produziram SHV e TEM (Tabela 6). Isto pode ser 
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explicado pelo contexto genético dos genes blaCTX-M que são comumente localizados em 

plasmídeos conjugativos que podem abrigar outros genes de resistência (CANTÓN, 

GONZÁLEZ-ALBA & GALÁN, 2012; ZHAO & HU, 2013). A associação destes mecanismos 

de resistência pode limitar ainda mais as opções terapêuticas disponíveis para tratar infecções 

por K. pneumoniae ESBL positivas no hospital pesquisado. Adicionalmente, foi possível 

estabelecer uma co-relação entre o perfil de sensibilidade e a presença do gene blaCTX-M-1/2 uma 

vez que a maioria dos isolados foram não sensíveis ou resistentes à ceftriaxona (100%), 

ceftazidima (72,2%) e cefepima (69,4%).  

Apesar da alta incidência dos genes das famílias SHV e TEM neste estudo, não foi 

possível presumir se eles foram responsáveis pela produção de ESBL, uma vez que algumas 

variantes destas famílias tais como blaSHV-1, blaSHV-11, blaTEM-1 e blaTEM-2 são β-lactamases de 

espectro restrito e, portanto, não possuem atividade contra cefalosporinas de espectro estendido 

(BUSH & JABOBY, 2010). Em ambos os casos, o sequenciamento é, portanto, necessário para 

identificação e classificação da variante alélica. A alta prevalência do gene blaSHV pode ser 

justificada pelo relato de que a maioria das cepas de K. pneumoniae possuem o gene 

cromossomal blaSHV-1 (BABINI & LIVERMORE, 2000). 

Neste estudo, a maioria dos isolados de K. pneumoniae foram resistentes às penicilinas, 

cefalosporinas, fluoroquinolonas e aminoglicosídeos (Tabela 3). Os altos índices de resistência 

à ampicilina (100%), ceftriaxona (100%), ceftazidima (72,2%) e cefepima (69,4%) são 

característicos de cepas produtoras de ESBL (PATERSON, 2006; TOLLENTINO et al., 2011). 

Em relação a sensibilidade ao ertapenem, 11,1% dos isolados foram classificados como 

resistentes a este fármaco pelo Vitek 2, no entanto este perfil não foi confirmado pela técnica 

da diluição em ágar Muller-Hinton (Tabela 4). Assim, nenhum isolado foi classificado como 

resistente aos carbapenêmicos avaliados que são considerados o tratamento de escolha contra 

infecções associadas com a produção de ESBL (PITOUT & LAUPLAND, 2008). Estes dados 

são apoiados pelo ausência dos genes blaKPC e blaGES nas amostras analisadas.  

Adicionalmente, 36,1% dos isolados analisados foram classificados como não sensíveis 

ou resistentes à tigeciclina pelo Vitek 2, contudo nenhuma amostra teve CIM na faixa de 

intermediário ou resistente quando testadas pelo método da microdiluição em caldo Muller-

Hinton cátion ajustado (Tabela 5). Em outro estudo, 22,6% dos isolados de K. pneumoniae 

produtoras de ESBL foram classificados como resistentes à tigeciclina pelo Vitek 2, porém 

apenas 7,5% foram confirmados quando avaliadas pela microdiluição em caldo (HUANG et 

al., 2012). As discordâncias entre estes dois métodos é preocupante, uma vez que muitos 
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laboratórios de microbiologia utilizam apenas o Vitek 2 para determinar a CIM de tigeciclina, 

fato que pode subestimar a importância deste fármaco na vivência clínica.  

A análise da similaridade genética dos 36 isolados de K. pneumoniae produtoras de 

ESBL demostrou a presença de 25 clusters designados de I a XXV que é típico de disseminação 

multiclonal (Figura 1).  No entanto, nove clusters incluíndo de dois a três isolados com o 

coeficiente de similaridade variando entre 81,6% a 100% foram observados. O padrão I 

compartilhando 82,2% de similaridade e o padrão II compartilhando 92,3% de similaridade 

foram encontrados exclusivamente em Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) Neonatais, 

sendo sugestivo de uma estreita relação genética entre os isolados dentro de cada cluster. Essas 

clínicas abrigam pacientes com sistema de defesa frágil que recebem excessiva manipulação e 

ingestão de antimicrobianos que podem representar fatores de risco para infecção e propagação 

de genes de resistência (BRADFORD, 2001, GUPTA et al., 2003).  Em complemento, estes 

isolados apresentaram o mesmo conteúdo de genes bla. Assim, acreditamos que estes genes 

possam ter sido adquiridos mediante eventos de conjugação via plasmidial, uma vez que as 

ESBL codificadas por plasmídeos são eficientemente mobilizadas entre espécies de Klebsiella 

(SALADIN et al., 2002).  

A propagação clonal pode ser inferida apenas para as cepas KP01 e KP06 que 

apresentaram 100% de similaridade (cluster IX), mesma diversidade de genes bla e, 

praticamente o mesmo perfil de resistência. No entanto, estes isolados foram obtidos de 

pacientes em enfermarias distintas, UTI adulta e neurologia, respectivamente. Assim, 

acreditamos que a disseminação deste clone possa ter ocorrido pelo contato com profissionais 

de saúde colonizados ou pela transferência de pacientes colonizados para outras enfermarias do 

hospital. Este dado, reforça a importância do aprimoramento de medidas de prevenção de 

contato, tais como: o uso de luvas e aventais, limpeza e desinfecção apropriada de materiais e 

equipamentos, lavagem eficiente das mãos, isolamento de contato de pacientes colonizados e 

monitoramento dos pacientes transferidos entre as clínicas hospitalares (WOLLHEIM et al., 

2011).   

Neste estudo, observou-se diversos isolados de K. pneumoniae obtidos de várias 

clínicas, incluído UTI adulta, neonatal e pediátrica com padrões genéticos não relacionados 

(Figura 1). De acordo com outros estudos, quando os genótipos são distintos, a presença de 

micro-organismos resistentes pode ocorrer devido a pressão exercida pelo uso indiscrimado de 

antimicrobianos, que pode favorecer fenótipos de resistência dentro de um grupo de isolados 

não relacionadas, criando um problema de resistência endêmico no âmbito hospitalar (TOSIN 

et al. 2003; DROPA et al, 2009; WOLLHEIM et al., 2011).  Esta constatação, deverá servir de 
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alerta para que esforços possam ser direcionados no sentido de que as políticas de prescrição 

de antimicrobianos possam ser reavaliadas no hospital pesquisado.  

 

Conclusão  

 

A detecção do gene blaCTX-M-1/2 em 100% das amostras analisadas sugere que a enzima 

CTX-M seja a principal ESBL responsável pelo fenótipo de resistência aos beta-lactâmicos nos 

isolados estudados. Dados apresentados neste estudo chamam atenção para um problema de 

resistência endêmica causada por cepas multiclonais de K. pneumoniae multirresistentes que 

pode ser atribuído a pressão exercida pelo uso indiscrimado de antibióticos, e cujo controle 

passa essencialmente pelo aprimoramento das políticas de prescrição de antimicrobianos. Em 

complementação, a ocorrência de um clone isolado de dois pacientes internados em enfermarias 

distintas realça a necessidade de revisão e/ou implantação de programas de prevenção e controle 

da disseminação destes patógenos no hospital pesquisado. 
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Tabela 1- Sequência dos primers utilizados para amplificação dos genes de resistência aos β-

lactâmicos. 

 

Primer Sequência de Nucleotídeos (5’ 3’) Alvo Tamanho do 

Amplicon (pb) 

Referência 

TEM F CCC TTA TTC CCT TTY TTG CGG  

blaTEM-like 

 

650 pb 

 

CAMPANA, 2013 

TEM R AAC CAG CCA GCC WGA AGG 

 

   

SHV F ATGCGTTATTAGTTTCGCCTGTGTATTATC 
 

blaSHV-like 861 pb 

 

MONTEIRO, 2009 

SHV R TTAGCGTTGCCAGTGAGTCGATC 
 

   

CTX- 1/2-

F 

 ATG TGC AGY ACC AGT AA Clusters 

M1/2 

512 pb 

 

CAMPANA, 2013 

CTX- 1/2-

R 

CGC TGC CGG TTT TAT CSC CC    

GES F AGC AGC TCA GAT CGG TGT TG 

  

blaGES-like 750 pb CAMPANA, 2013 

GES R CCG TGC TCA GGA TGA GTT G 

 

   

KPC F TCG CTA AAC TCG AAC AGG 

 

blaKPC-like 762 pb CAMPANA, 2013 

KPC R TTA CTG CCC GTT GAC GCC CAA TCC 

 

   

pb= pares de base 

 

 

 

Tabela 2 - Discordância na identificação das cepas bacterianas 

usando o sistema Vitek 2 e MALDI-TOF 

 

Nº da 

cepa 

Vitek 2 

 
MALDI-TOF 

Kp02 K. pneumoniae Enterobacter cloacae 

Kp34 K. pneumoniae Escherichia coli 

Kp42 K. pneumoniae Escherichia coli 

Kp51 K. pneumoniae Escherichia coli 

Kp71 K. pneumoniae Enterobacter cloacae 

Kp78 K. pneumoniae Escherichia coli 
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Tabela 3 - Perfil de sensibilidade antimicrobiana de isolados clínicos de K. 

pneumoniae ESBL positivos 

 

Cepas ESBL (+) 

N=36 (100%) 

 

Antibióticos 

*S 

N (%) 

*I 

N (%) 

*R 

N (%) 

Ñ avaliado 

Amicacina 36 (100%) - - - 

Ampicilina - - 36 (100%) - 

Ampicilina/sulbactam 7(19,5%) 4(11,1%) 21(58,3%) 4(11,1%) 

Cefepima 11(30,6%) 8(22,2%) 17(47,2%) - 

Cefoxitina 25(69,5%) 3(8,3%) 4(11,1%) 4(11,1%) 

Ceftazidima 6(16,7%) 2(5,5%) 24(66,7%) 4(11,1%) 

Ceftriaxona - - 36(100%) - 

Cefuroxima - - 36(100%) - 

Cefuroxima/axetil - - 36(100%) - 

Ciprofloxacina 14(38,9%) 1(2,8%) 21(58,3%) - 

Colistina 31(86,1%) - 1(2,8%) 4(11,1%) 

Ertapenem 32(88,9%) - 4(11,1%) - 

Gentamicina 10(27,8%) - 26(72,2%) - 

Imipenem 32(88,9%) - - 4(11,1%) 

Meropenem 36(100%) - - - 

Piperacilin/tazobactam 16(44,4%) 5(13,9%) 15(41,7%) - 

Tigeciclina 19(52,8%) 10(27,8%) 3(8,3%) 4(11,1%) 

Fonte: Análise dos laudos da concentração inibitória mínima (CIM) gerados pelo sistema automatizado 

(Vitek 2, bioMérieux, França). *S= sensível; I= intermediário; R= resistente. 
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Tabela 4 - Comparação entre as técnicas Vitek 2 e ágar diluição na determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) de ertapenem dos isolados de K. pneumoniae 

avaliados neste estudo. 

 

Vitek@2 

CIM (µg/ml) 

Ágar diluição 

CIM (µg/ml) 

 

Nº da 

cepa 

MER 

S*≤1/*R≥4 

IMP 

S≤1/R≥4 

ERT 

S≤0.5/R≥2 

MER 

S≤1/R≥4 

IMP 

S≤1/R≥4 

ERT 

S≤0.5/R≥2 

Kp01 ≤0,25 ≤0,25 4 0,015 0,125 0,25 

Kp38 1 0,5 4 0,015 0,125 0,25 

Kp68 ≤0,25 ≤0,25 2 0,008 0,125 0,008 

Kp74 0,5 ≤0,25 4 0,008 0,125 0,06 

MER, Meropenem; IMP, Imipenem; ERT, Ertapenem; *S= sensível; R= resistente. 

Pontes de corte estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) documento M100-

S14. 
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Tabela 5. Comparação entre as técnicas Vitek2 e 

microdiluição em caldo cátion ajustado na 

determinação da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) de tigeciclina dos isolados de K. 

pneumoniae avaliados neste estudo. 

 

Vitek@2 

CIM a(µg/ml) 

Microdiluição em 

caldo  

CIM b(µg/ml) 

 

Nº da cepa 

TIG 

*S:≤1; *I:2; *R≥4 

TIG 

S≤1 / R>2 

Kp01 2 0,25 

Kp04 2 0,25 

Kp06 2 0,25 

Kp12 2 0,25 

Kp13 2 0,25 

Kp15 ≥8 1 

Kp27 ≥8 0,5 

Kp32 2 0,5 

Kp38 2 0,125 

Kp41 4 0,5 

Kp48 2 0,25 

Kp74 2 0,125 

Kp75 2 0,5 

TIG, Tigeciclina; *S= sensível; *I=intermediário; R= resistente.  
aPontos de corte de acordo com a Norma Técnica ANVISA 

nº01/2013.  
bPontos de corte estabelecidos pelo European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), versão 5.0, 

2015. 

 

      Tabela 6. Frequência de genes β-lactamases nos isolados de K. pneumoniae produtoras de 

ESBL (n=36) 

 

Genes β-lactamases Número de isolados (%) 

blaCTX-M; blaTEM; blaSHV 20 (55,6) 

blaCTX-M; blaSHV 16 (44,4) 

Total 36 (100) 
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Figura 2 – Gel de agarose a 1% contendo fragmentos dos genes blaCTX-M-1/2 amplificados por 

PCR das amostras de K. pneumoniae. PM – Marcador (Ladder 1kb); Amostras de K. 

pneumoniae; C-NEG – Controle negativo; C+POS – Controle positivo. A seta indica 

fragmentos de 512 pb, correspondente à região codificadora do gene blaCTX-M-1/2. 

 

 
kb: KiloBase 
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Figura 3 – Gel de agarose a 1% contendo fragmentos dos genes blaSHV-like amplificados por 

PCR das amostras de K. pneumoniae. PM – Marcador (Ladder 1kb); Amostras de K. 

pneumoniae; C NEG – Controle negativo; C POS – Controle positivo. A seta indica fragmentos 

de 861 pb, correspondente à região codificadora do gene blaSHV-like. 

 

 
kb: KiloBase 
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Figura 4 – Gel de agarose a 1% contendo fragmentos dos genes blaTEM-like amplificados por 

PCR das amostras de K. pneumoniae. PM – Marcador (Ladder 1kb); Amostras de K. 

pneumoniae; C NEG – Controle negativo; C POS – Controle positivo. A seta indica fragmentos 

de 650 pb, correspondente à região codificadora do gene blaTEM-like. 

 

 
kb: KiloBase 
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Figura 5 – Gel de agarose a 1% mostrando a ausência de fragmentos do gene blaKPC-like nas 

amostras K. pneumoniae. PM – Marcador (Ladder 1kb); Amostras de K. pneumoniae; C NEG 

– Controle negativo; C POS – Controle positivo. A seta indica um fragmento de 762 pb, 

correspondente à região codificadora do gene blaKPC-like amplificado do controle positivo. 

 

 
kb: KiloBase 
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Figura 6 – Gel de agarose a 1% mostrando a ausência de fragmentos do gene blaGES-like nas 

amostras K. pneumoniae. PM – Marcador (Ladder 1kb); Amostras de K. pneumoniae; C NEG 

– Controle negativo; C POS – Controle positivo. A seta indica um fragmento de 750 pb, 

correspondente à região codificadora do gene blaGES-like amplificado do controle positivo. 
 

 

 
kb: KiloBase 
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APÊNDICICE A 

 

PROTOCO DE EXTRAÇÃO DO DNA PELO Kit “Easy DNA" 

o Reativação das cepas em caldo BHI (18-24h) a 35oC;  

o Coletar uma alíquota de 1,0ml contendo (~1 x 109) cells/ml; 

o Centrifugar a alíquota (3000 rpm /10 min), descarta o sobrenadante; 

o Adiciona 350µl da solução A (solução de lise), vortexar; 

o Incubar a 65oC/10 min; 

o Adicionar 150µl da solução precipitante (solução B) e agitar vigorosamente até ficar 

uniformemente viscosa; (10s a 1 min); 

o Adicionar 500µl de clorofórmio em cada tubo e agitar até a obtenção de uma solução 

homogênea; (10s a 1 min); 

o Centrifugar (13.000rpm/ 10 min a 4ºC) para separação das fases; 

o Transferir a fase superior para novos tubos. 

 

Precipitação do DNA 

o Adicionar em cada tudo 1ml de etanol absoluto gelado (-20ºC) e homogeneizar; 

o Incubar em gelo por 30 minutos; 

o Após incubação, centrifugar (13.000rpm/ 10 min a 4ºC); 

o Remover o etanol e lavar o DNA precipitado com 500 µl de etanol 80% gelado (-20ºC) e 

homogeneizar; 

o Centrifugar (13.000rpm/ 10 min a 4ºC); 

o Descartar o sobrenadante e após completa evaporação do etanol deve-se ressuspender o 

“pellet” em 100µl de solução tamponante, adicionado de 2µl de RNAse (2mg/ml); Deixar 

secar ao ar por 5 min; 

o Incubar os tubos a 37ºC por 30 minutos; 

o Armazenar o DNA obtido em freezer (-20ºC) para posterior utilização. 

 

Materiais 

o Tubos BHI para reativação das cepas; 

o Pipetas (10, 100 e 1000µl); 

o Eppendorfs (20 tubos); 

o Etanol (100% e 80% gelado); 

o Clorofórmio; 

o Gelo triturado. 

 

OBS: Caso sejam formados precipitados na solução devido ao processo de armazenamento 

em temperatura de refrigeração, aqueça-a a 45 oC para dissolvê-los, mas deixe-a esfriar antes 

de usá-la. 
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APÊNDICICE B 

 

 

TIPAGEM MOLECULAR – Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

 

A avaliação da similaridade genética dos trinta e seis três isolados clínicos de K. 

pneumoniae incluídos neste estudo foi avaliada pela técnica da eletroforese em campo pulsado 

(PFGE).  

 

Procedimento 1: Preparação dos plugs com DNA bacteriano 

As amostras selecionadas foram cultivadas em MacConkey para o isolamento de 

colônias puras, das quais, duas a quatro colônias foram incubadas em 3 mL de caldo TSB à 

37ºc por 18 a 24 horas. Após este tempo, as culturas foram centrifugadas, por 15 minutos, a 

3.000 rpm, e os sobrenadantes desprezados. O sedimento foi então ressuspenso em 1 mL de 

solução salina, homogeneizado e transferido para um tubo de microcentrífuga previamente 

pesado. Os tubos foram centrifugados, por 1 minutos, a 12.000 rpm, e todo o sobrenadante foi 

removido e o tubo novamente pesado. O sedimento foi ressuspenso em solução salina, na 

proporção 1:1 entre o volume de diluente e o peso do material obtido pela centrifugação.  

Desta suspensão de células, 5 μL foi transferido para outro tubo de microcentrífuga, ao 

qual foi adicionado 300 μL de tampão TEN (TRIS 100 mM pH 7.5, EDTA 100 mM e NaCl 

150 mM), e posteriormente, 340 μL de agarose 2% (UltrapureTM Low Melting Point Agarose, 

Invitrogen, Carlsbad, EUA). Esta mistura foi homogeneizada com o auxilio de uma pipeta, e 

então colocada em moldes, com cuidado para não haver a formação de bolhas, para a formação 

de blocos de gel. Depois de solidificados, os blocos foram transferidos para uma placa de 

microdiluição com 24 poços e incubados a 37ºC por 5 horas em tampão EC (TRIS 6 mM pH 

6,5, NaCl 1 M, EDTA 0,01 M, Brij 58 0,5%, Sarcosil.0,5% e Deoxiglicolato 0,2%). Após a 

remoção do tampão EC, os blocos foram lavados, por 2 vezes, com 2 mL de CHEF-TE (Tris 

0,1 M pH 7,5, EDTA 0,1 M), sendo que a última lavagem durou entre 10 e 30 minutos. Os 

blocos de gel foram então cobertos com 2 mL de tampão ES (EDTA 0,4 M pH 9,3 e Sarcosil 

10%) contendo 20 mg/mL de proteinase K (USB Corporation, Cleveland, EUA), e, então, 

incubados por 12 horas a 50ºC. Posteriormente ao tratamento com proteinase K, foram 

realizadas quatro lavagens com 2 mL de CHEF-TE, com uma hora de intervalo entre cada 

lavagem. Os blocos de gel foram armazenados em CHEF-TE, a 5ºC, até o momento da digestão 

do DNA bacteriano.  
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Procedimento 2: Digestão do DNA bacteriano com enzima de restrição 

Para a digestão do DNA bacteriano, os blocos de gel foram cortados em 3 partes iguais, 

e somente um pedaço deste bloco foi transferido para uma placa de microdiluição de 96 poços, 

onde estavam contidos 200 μL da solução DNS (TRIS 20 mM pH 8,0 e cloreto de magnésio 1 

mM). Esta solução foi imediatamente substituída assim que o último bloco foi colocado na 

placa, ficando então em temperatura ambiente por uma hora. Esta lavagem foi repetida por 4 

vezes. Após a última lavagem e a remoção do tampão DNS, os blocos foram incubados por 1 

hora a 5ºC com o tampão de enzima de restrição (5 μL do tampão 10X da enzima, 0,5 μL de 

BSA e 44,5 μL de água destilada). O DNA bacteriano contido nos blocos de agarose foi então 

submetido à clivagem com a enzima Spe I (New England Biolabs, Ipswich, EUA), a 37o C por 

12 a 20 horas.  

 

Procedimento 3: Eletroforese em campo pulsado (PFGE) 

A eletroforese foi em gel de agarose 1%, em TBE 0,5X (TRIS 0,089 M, Ácido Bórico 

0,089 M e EDTA 0,002 M) no sistema CHEF DRII (BioRad Laboratories, Inc., Hercules, EUA) 

com as seguintes condições: Switch time inicial-final 5,0-60, a 6 V/cm por 23 h a 13ºC. O 

marcador de peso molecular de 48,5 Kb (New England Biolab, EUA) foi aplicado no gel para 

mensurar o tamanho dos fragmentos obtidos. Os géis foram corados com brometo de etídio 

(0,08 µL/mL) (Sigma Aldrich, St. Loius, Missouri, EUA) por uma hora, descorados em água 

destilada por mais uma hora e a diferenciação das bandas visualizada sob a luz ultravioleta - 

320nm (GelDoc Quantity One; BioRad Laboratories, EUA).  

 

Procedimento 4: Construção do Dendograma para avaliação da similaridade 

genética 

Os padrões das bandas foram avaliados pelo software BioNumerics versão 6.0 (Applied 

Maths, Belgium). O coeficiente de similaridade utilizado foi o coeficiente de Dice com 

padronização de ≥80% para os isolados serem considerados como pertencente ao mesmo grupo 

clonal. O dendograma foi construído pelo método da média aritmética não-ponderada 

(UPGMA). Os valores utilizados para otimização e tolerância para todos os isolados foram 0,8 

e 1,0%, respectivamente. 
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