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Sumario
Os antibidticos do grupo dos B-lactamicos encontram-se entre os mais utilizados no
tratamento de infec¢des causadas por Enterobacteriaceae. Contudo, a producdo de beta-
lactamases de espectro alargado (ESBLs) nestas bactérias diminui a sua eficacia clinica,
restando poucas alternativas terapéuticas, visto que estas bactérias acumulam
frequentemente resisténcia a outras familias de antibidticos. A producdo de ESBLs
constitui por isso um dos mecanismos de resisténcia com maior importancia e impacto
clinico em Enterobacteriaceae. E essencial detectar no laboratério de microbiologia
clinica todos os isolados produtores de ESBLs, assim como proceder a caracterizagao
dos genes que codificam para estas enzimas, de forma a detectar precocemente a
emergéncia de novos genes de resisténcia e determinar os genes que se encontram mais

disseminados entre diferentes espécies bacterianas.

Em Portugal a ocorréncia, diversidade e relevancia clinica das ESBLs sdo ainda pouco
estudadas, existindo apenas relatos esporddicos em hospitais especificos ou estudos
efectuados em periodos de tempo relativamente curtos. Mudangas na epidemiologia das
ESBLs impdem novas abordagens terapéuticas e de controlo da infec¢do, justificando a
sua vigilancia periddica e o presente estudo. Assim, com esta monografia pretendeu-se
investigar a ocorréncia e a diversidade de genes que codificam para ESBLs (blagspr) em
Enterobacteriaceae isoladas de um hospital Portugués entre Junho de 2006 ¢ Junho de
2007, comparando com dados de anos anteriores (2002-2004), assim como avaliar a co-
resisténcia a antibioticos nao B-lactdmicos nos isolados produtores de ESBLs. Para isso,
foram utilizados métodos universalmente aceites para a identificacdo das espécies e
avaliacdo da susceptibilidade a antibidticos. A caracterizagdo de ESBLs incluiu a
realizagdo do teste do duplo sinergismo ¢ a identificacio de genes blagspL
(blargm/blaspv/blactxm) por PCR e sequenciagdo. A presenca do gene blapxa.; € gepA
entre os isolados produtores de ESBLs foi também pesquisada por PCR. A expressao de
ESBLs foi observada em 5% (81/1486) dos isolados clinicos analisados, os quais foram
identificados como Escherichia coli (n=48), Enterobacter cloacae (n=14), Klebsiella
pneumoniae (n=10), Klebsiella oxytoca (n=4), Morganella morganii (n=2),
Enterobacter asburiae (n=1), Proteus mirabilis (n=1) e Serratia marcescens (n=1). As
ESBLs detectadas incluiram representantes de enzimas do tipo TEM (18/81, 22%),
SHV (18/81, 22%) e CTX-M (38/81, 47%), correspondendo a oito tipos de ESBLs
distintos: TEM (-10, -52, -116), SHV (-12, -64) e CTX-M (-14, -15, -32). As ESBLs
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mais comuns foram CTX-M-15 (35/81, 43%) identificada em E. coli, e SHV-12 (17/81,
21%) detectada em diferentes espécies. blapxa.1 € blargy.; foram detectadas na maioria
dos isolados produtores de CTX-M-15 (20/32, 63%). Nao foi detectada a presenca do
gene (epA entre as Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs. A co-resisténcia a
antibioticos ndo [-lactamicos foi frequentemente observada, maioritariamente a
tetraciclinas (86%), canamicina (85%), gentamicina (78%), tobramicina (77%),

estreptomicina (61%), ciprofloxacina (65%) e sulfonamidas (59%).

Conclui-se que ocorreu um aumento na ocorréncia e na diversidade de ESBLs e de
espécies produtoras de ESBLs no hospital analisado. CTX-M-15 e SHV-12 foram os
tipos de ESBLs mais frequentes, tendo sido a espécie E. coli a mais comummente
identificada como produtora de ESBLs. A disseminagdo de clones e plasmideos que
albergam estas ESBLs e que conferem resisténcia a antibidticos de outras familias
parecem estar a contribuir para este cenario, embora estudos moleculares mais
aprofundados devam ser realizados para confirmar o seu envolvimento na situagdo

epidemioldgica actual.

Abstract
B-lactams are among the most widely used antibiotics to treat infections caused by
Enterobacteriaceae. However, production of extended-spectrum beta-lactamases
(ESBLs) reduces their clinical efficacy, leaving few therapeutic alternatives, since these
bacteria often accumulate resistance genes to antibiotics of other groups. Therefore,
production of ESBLs constitutes one of the mechanisms of resistance with greater
importance and clinical impact in Enterobacteriaceae. It is essential to detect in the
clinical microbiology laboratory all isolates producing ESBLs, as well as to characterize
the genes coding for these enzymes, in order to early detect the emergence of new
resistance genes and determine the genes that are most widespread among different

bacterial species.

In Portugal the occurrence, diversity and clinical significance of ESBLs are still poorly
studied, with only sporadic reports on individual hospitals or studies in relatively short
time periods. Shifts in ESBL-epidemiology might impose new therapeutic approaches

and infection control measures, justifying their periodic surveillance and the present
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study. The main objectives of this monograph were to investigate the occurrence and
diversity of genes coding for ESBLs (blagsgL) among Enterobacteriaceae recovered at a
Portuguese hospital between June 2006 and June 2007, comparing data with previous
years (2002-2004), as well as to evaluate the co-resistance to non-f-lactam antibiotics in
ESBL-producing isolates. To accomplish these goals, we used standard methods for
species identification and evaluation of susceptibility to antibiotics. The characterization
of ESBLs included detection of expression by the double disc synergy test and
identification of blagsg;. genes (blargm/blaspv/blactx.m) by PCR and sequencing. The
presence of blapxa-1 and gepA among ESBL-producing isolates was also investigated by
PCR. Expression of ESBLs was observed in 5% (81/1486) of the clinical isolates
analyzed, which were identified as Escherichia coli (n=48), Enterobacter cloacae
(n=14), Klebsiella pneumoniae (n=10), Klebsiella oxytoca (n=4), Morganella morganii
(n=2), Enterobacter asburiae (n=1), Proteus mirabilis (n=1) and Serratia marcescens
(n=1). The ESBLs detected included enzymes representatives of TEM- (18/81, 22%),
SHV- (18/81 22%) and CTX-M-types (38/81, 47%), corresponding to eight different
types of ESBLs: TEM (-10, -52, -116), SHV (-12, -64) and CTX-M (-14, -15, -32). The
most common ESBLs were CTX-M-15 (35/81, 43%) identified in E. coli, and SHV-12
(17/81, 21%) detected in different species. blapxa.; and blatey.; were detected in almost
all isolates producing CTX-M-15 (20/32, 63%). The presence of the gene gepA was not
detected among Enterobacteriaceae producing ESBLs. Co-resistance to non-fB-lactam
antibiotics was frequently observed, mostly to tetracycline (86%), kanamycin (85%),
gentamicin (78%), tobramycin (77%), streptomycin (61%), ciprofloxacin (65%) and
sulfonamides (59%).

It is concluded that happened an increase in the occurrence and diversity of ESBLs and
ESBLs-producing species in the hospital analyzed. CTX-M-15 and SHV-12 were the
most frequent ESBL types and E. coli was the species most commonly identified as
ESBL producer. The spread of clones and plasmids harboring ESBLs and conferring
resistance to antibiotics of other groups seems to contribute for this scenario, although
more detailed molecular studies should be conducted to confirm their involvement in

the current epidemiological situation.
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I. INTRODUCAO

1.1_A PROBLEMATICA DA RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

O universo bacteriano dispde de varios mecanismos de resisténcia aos antibioticos. A
producdo de beta-lactamases constitui um dos aspectos mais marcantes dessa mesma

resisténcia em algumas espécies bacterianas, sobretudo em Enterobacteriaceae.

A descoberta da penicilina G por Alexander Fleming, em 1928, criou a falsa expectativa
de que as doengas infecciosas teriam finalmente um fim. Contudo, e aquando da
introducdo das penicilinas no uso clinico, comegaram a ser isoladas bactérias produtoras
de beta-lactamases, enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactdmico deste grupo de
antibiodticos, inactivando-os. A medida que novos antibidticos B-lactimicos (e de maior
espectro de ac¢do) foram sendo sintetizados e introduzidos na pratica clinica, foram
surgindo também novas beta-lactamases capazes de os hidrolisar (Sousa, 20006).
Actualmente, as beta-lactamases de espectro alargado (ESBLs) representam, sem
duvida, o primordial mecanismo de resisténcia em Enterobacteriaceae, sendo os
plasmideos apontados como os principais responsaveis pela ampla disseminagao deste
tipo de resisténcia (Coque et al., 2008). As opgdes terapéuticas dentro do grupo dos
antibidticos P-lactamicos ficam bastante condicionadas, como serd referido adiante, e
para agravar a situacdo, muitos desses plasmideos acumulam ainda genes de resisténcia

a outras familias de antibiéticos.

O uso incorrecto, abusivo e indiscriminado de antibioéticos em medicina humana e
animal, ¢ o seu uso durante algum tempo na agropecudria como promotores de
crescimento, tem fomentado o aparecimento e disseminacdo de bactérias

multiresistentes aos antibioticos (Witte, 2000).
O aumento assustador das taxas de resisténcia bacteriana aos antibioticos a que se

assiste na actualidade constitui um grave problema de Satide Publica. Resta-nos esperar

e observar quem ganhard esta guerra: “Bactérias versus Antibioticos”.

15
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1.2 A FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

As Enterobacteriaceae constituem a maior e mais heterogénea familia de bacilos de
Gram negativo clinicamente importantes (Murray et al., 2003). Os membros desta
familia tém a forma de bacilos e coram de Gram negativo, medindo em média 1 a 5 uym
de comprimento (Murray et al., 2003). Todos s3o anaerdbios facultativos e
fermentadores da glucose, sendo a fermentacdo de outros acucares varidvel. Ao
contrario da maioria de bactérias similares, as Enterobacteriaceae sdo oxidase negativas
(excepgdo: Plesiomonas shigelloides). A maior parte possui ainda flagelos peritricos

usados na locomogao (Ferreira et al., 2000).

Os principais géneros pertencentes a esta familia sdo Escherichia sp., Shigella sp.,
Salmonella sp., Klebsiella sp., Proteus sp., Morganella sp., Yersinia sp., Enterobacter
sp., Citrobacter sp. e Serratia spp. Alguns destes géneros estdo sempre associados a
doenga (por exemplo, Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp.), outros pertencem a
flora comensal do Homem ou de outros mamiferos e/ou causam infec¢des oportunistas
(por exemplo, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis) (Murray et al., 2003)
(Figura 1.2.1). Esta familia bacteriana apresenta ainda uma distribuicdo ubiquitaria na
Natureza, podendo algumas espécies ser encontradas no solo e em aguas (E. coli,

Enterobacter spp., Citrobacter spp.) (Ferreira et al., 2000; Losch et al., 2008).

Familia Enterobacteriaceae

Organismos Patogénicos Organismos Oportunistas
Capazes de causar doenga Causam doenga s6 em certas
condigdes ou em certos hospedeiros

Proteus

Shigella \\
/ \ Escherichia.’/ ~
coli \
Salmonella
Morganella
Klebsiella

) ) Serratia
Providencia

Fig.1.2.1 — A familia Enterobacteriaceae (adaptado de Faculty.irsc.edu.).
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Uma caracteristica importante desta familia bacteriana ¢ a sua resisténcia natural ou
adquirida a antibidticos (Ferreira et al., 2000). A maioria das espécies desta familia, ja
por si, possui uma grande variedade de padrdes de resisténcia natural (Livermore,
2003), pelo que a aquisi¢@o de outros genes de resisténcia, provenientes de bactérias da
mesma espécie ou de espécies e/ou géneros diferentes, ird complicar o tratamento de

infecgdes por elas provocadas (Murray et al., 2003).

A elevada taxa de resisténcia aos antibidticos, associada a diversos factores de
viruléncia (produgdo de toxinas, capsula, factores de aderéncia, entre outros), converte
as Enterobacteriaceae num problema muito relevante em ambiente hospitalar. Esta
familia de bactérias ¢ responsavel por uma grande variedade de infec¢des nosocomiais,
desde infec¢des urindrias, a pneumonias, infeccdes do tracto respiratério, do tracto
gastrointestinal, septicémias, entre outros (Cornaglia et al., 2008; Pitout et al., 2008).
Estudos recentes tém indicado que actualmente Escherichia coli ¢ Klebsiella
pneumoniae sdo as duas espécies desta familia que mais frequentemente aparecem
associadas a infecgdes nosocomiais (Cantén et al., 2008; Coque et al., 2008; Falagas et
al., 2009). A elevada prevaléncia de Enterobacteriaceae multiresistentes em ambiente
hospitalar deve-se principalmente a pressao selectiva exercida pelos antibioticos usados
(Perez et al., 2007; Canton et al., 2008). Os B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
monobactamos e carbapenemos), assim como as fluoroquinolonas, sdo dos grupos de
antibioticos mais usados, € consequentemente mais associados a mecanismos de
resisténcia em Enterobacteriaceae (Goossens et al., 2005; Coenen et al., 2006; Vander
Stichele et al., 2006; Van de Sande-Bruinsma et al., 2008). Na comunidade, a
automedicagdo e o uso de antibidticos em medicina veterindria e agricultura favorecem
também emergéncia ¢ disseminagdo de Enterobacteriaceae resistentes a antibioticos

(Witte, 2000; Schwarz et al., 2001; Goossens et al., 2005; Carattoli, 2008).

Para além de dificultar o tratamento de infecgdes nosocomiais graves, esta situacao
podera conduzir ao surgimento de espécies resistentes a todos os agentes
antimicrobianos actualmente disponiveis (Falagas et al., 2009; Zahar et al., 2009). Uma
melhor gestdo no uso de antibidticos e um maior controlo da infec¢do e da disseminacao
de estirpes multiresistentes aos antibidticos sdo necessarios para impedir a propagagao
de beta-lactamases de espectro alargado (ESBLs) e de outras formas de resisténcia em

Enterobacteriaceae em todo o mundo.
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1.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS EM

ENTEROBACTERIACEAE

1.3.1 Resisténcia aos antibidticos B-lactimicos

Os antibidticos do grupo dos B-lactamicos constituem opgdes terapéuticas de primeira

linha no tratamento de infec¢des por Enterobacteriaceae, mas a resisténcia a estes

compostos bacterioliticos tem sido progressivamente relatada nas Ultimas décadas.

Diferentes mecanismos de resisténcia aos antibidticos desta familia tém sido descritos e

incluem (Figura 1.3.1):

Modificacio dos alvos, designados de Penicillin Binding Proteins (PBPs). As

transpeptidases e carboxipeptidases, colectivamente conhecidas por PBPs, sdo os
alvos letais dos antibioticos B-lactimicos. Mutagdes que alterem a estrutura de um
ou de varios PBPs podem ocasionar resisténcia aos antibidticos B-lactamicos. A
alteragdo dos PBPs ndo assume um elevado significado clinico em
Enterobacteriaceae (Tomasz, 1986; Livermore, 1987; Poole, 2004);

Impermeabilizacio da membrana externa por alteracdes nos canais de porina. A

membrana externa da parede celular das bactérias de Gram negativo constitui uma
barreira entre o antibiotico 3-lactdmico e os seus alvos letais localizados no folheto
externo da membrana citoplasmdtica. No entanto, o peso molecular e a natureza
hidrofilica da maioria dos antibidticos B-lactamicos permitem o seu movimento para
o periplasma através de canais de porina. Alteracdes na permeabilidade da
membrana externa por modificagdo nos canais de porina t€ém sido apontadas como
responsaveis pela redugdo da susceptibilidade de algumas Enterobacteriaceae aos
antibioticos B-lactamicos (Sousa, 2006);

Bombas de efluxo. Algumas espécies da familia Enterobacteriaceae (E. coli, K.

pneumoniae, E. aerogenes, entre outras) possuem bombas de efluxo com fungdes
fisiologicas (Vila et al., 2008; Martinez et al., 2009), algumas delas responsaveis
também pela expulsdo de antibidticos do periplasma/citoplasma para o meio
extracelular (Chevalier et al., 2008; Pages et al., 2009; Martinez et al, 2009).
Algumas bombas de efluxo excretam antibidticos B-lactamicos, em alguns casos
com efeitos pleiotropicos, devido ao espectro extremamente amplo de substractos,
que inclui ndo s6 varias classes de antibioticos, mas também antissépticos, corantes

e/ou detergentes (Mahamoud et al., 2007).

18



Caracterizagao de genes que codificam para ESBLs em Enterobacteriaceae de origem hospitalar

« Alteragdo enzimatica. A producdo de enzimas capazes de hidrolisar antibidticos -

lactamicos, designadas de Beta-Lactamases, constitui um dos principais
mecanismos de resisténcia aos antibioticos B-lactimicos em Enterobacteriaceae
(Canton et al., 2008). Estas enzimas constituem uma familia de proteinas com a
capacidade de modificar os antibidticos B-lactamicos antes destes conseguirem

atingir os seus locais-alvo, inactivando assim a sua accdo bacteriolitica (Sousa,

2006).

Diminuicdo da
permeabilidade celular

X Inactivacédo
enzimatica

Modificacao
do alvo

[ A
Célula

Legenda: Bacteriana
== =
D Antibistico Transporte activo para fora

da célula (bomba de efluxo)

Fig.1.3.1 — Mecanismos de resisténcia aos antibioticos [-lactimicos

(adaptado de The Free Dictionary, img.tfd.com)

Estes mecanismos de resisténcia podem surgir quer por mutagdes de genes localizados
no cromossoma bacteriano, quer por aquisicio de genes de resisténcia aos antibidticos a

partir de outros microrganismos por conjugacao, transformacao e/ou transducao.

Em Enterobacteriaceae, a produgdo de beta-lactamases constitui o mecanismo de
resisténcia mais comum aos antibidticos [B-lactimicos (Rossolini et al., 2006;
Livermore, 2009). Diferentes familias de beta-lactamases t€ém sido descritas de acordo
com a constituicdo quimica do seu local activo, a capacidade hidrolitica sobre os
diferentes B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactamos, carbapenemos) e a
sua inactivagdo por inibidores de beta-lactamases (por exemplo, acido clavulanico)

(Bush et al., 1995; Bush et al., 2010). Ao longo do tempo, varios foram os esquemas
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propostos com o objectivo de agrupar de uma forma facilmente compreensivel e pratica
as centenas de beta-lactamases que iam sendo descobertas, embora actualmente apenas
dois sejam os mais aceites e utilizados. Inicialmente, comegou-se por fazer uma
classificagdo funcional das beta-lactamases. Esta forma de classificar as beta-lactamases
teve inicio quando as cefalosporinases (enzimas com elevada capacidade de hidrolise
sobre as cefalosporinas) foram distinguidas das penicilinases (enzimas com boa
actividade hidrolitica sobre as penicilinas) (Bush et al., 1995) e foi proposta por Sawai
et al. (1968). A medida que iam sendo caracterizadas novas beta-lactamases, foram
propostos esquemas de classificacdo cada vez mais complexos: Richmond et al. (1973),
Sykes et al. (1976), Ambler (1980), Mitsuhashi et al. (1981) e Bush (1989). Bush
(1989) propde o primeiro esquema de classificagdo das beta-lactamases que tenta
relacionar o perfil hidrolitico sobre diversos substratos e as propriedades inibitorias das

enzimas, com a sua estrutura molecular.

Actualmente, as beta-lactamases sdo geralmente classificadas segundo dois esquemas
gerais (Paterson et al., 2005): a classificagdo molecular de Ambler (Ambler, 1980) ¢ a
classifica¢ao funcional de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995; Bush, 2001). Mais
recentemente, foi feita uma actualizacdo a este Ultimo esquema de classificacao

funcional por Karen Bush e George Jacoby (Bush et al., 2010).

O esquema de Ambler (Ambler, 1980) classifica as beta-lactamases em quatro grandes
grupos (A, B, C e D), de acordo com a sua sequéncia de aminoacidos. As beta-
lactamases incluidas nas classes A, C e D sdo enzimas que contém serina no seu local
activo, enquanto as do grupo B contém ai um ido zinco, sendo por isso consideradas
metalo-beta-lactamases. Na altura em que foi criada esta classificacdo, apenas quatro
sequéncias aminoacidicas de beta-lactamases eram conhecidas, tendo sido todas elas
incluidas na Classe A da classificacdo de Ambler (Ambler, 1980). Em 1981, Jaurin et
al. descreve a Classe C, onde passaram a figurar enzimas que também continham serina
no local activo, mas com grande actividade hidrolitica sobre cefalosporinas (incluindo
as cefamicinas). J4 nos finais de 1980 foram descritas algumas beta-lactamases que
foram incluidas na classe D desta classificagdo (enzimas que hidrolisam a oxacilina,

mas que foram retiradas da classe A) (Ouellettte et al., 1987; Huovinen et al., 1988).
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Os esquemas de classificagdo funcional de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995) e
Bush-Jacoby (Bush et al., 2010) classificam as beta-lactamases segundo um esquema
funcional dos grupos de Ambler. Baseiam-se na similaridade funcional (perfil de
substrato ¢ de inibicdo) das enzimas incluidas em cada grupo da classificacdo de
Ambler. Segundo este tipo de classificagdo, as beta-lactamases sao divididas em quatro
grupos principais e varios subgrupos, tal como pode ser observado na Tabela 1:
1) O grupo 1 corresponde ao grupo das cefalosporinases dos bacilos de Gram
negativo, que hidrolisam todos os B-lactimicos excepto os carbapenemos, € que
ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico. As enzimas deste grupo, caracterizadas a
nivel molecular, pertencem a classe C de Ambler (beta-lactamases do tipo serina).
i1) O grupo 2 inclui diferentes tipos de beta-lactamases inibidas pelo &acido
clavulanico e que fazem parte da classificacdo molecular A e D de Ambler. Este
grupo compreende uma grande variedade de enzimas que se dispdem em varios
subgrupos de acordo com o seu perfil de substratos (penicilinases,
cefalosporinases, oxacilinases e carbapenemases). As Beta-Lactamases de
Espectro Alargado (ESBLs) estdo incluidas neste grupo.
iii)) O grupo 3 inclui as metalo-enzimas, enzimas que contém um ido zinco no
local activo e que sdo capazes de hidrolisar os carbapenemos. Ao contrario de
outras carbapenemases incluidas noutros grupos, as metalo-carbapenemases nao
sdo inibidas pelos inibidores de beta-lactamases (acido clavuldnico, sulbactam,
tazobactam) e ndo hidrolisam os monobactamos. Fazem parte da classe B de
Ambler.
iv) O grupo 4 compreende as penicilinases nao inibidas pelo acido clavulanico, as
quais ndo sdo vulgarmente encontradas e do ponto de vista molecular estdo pouco

definidas.
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Tabela 1 — Esquema de classificacdo de beta-lactamases (adaptado de Bush et al.,

2010).
Bush- R .
Bush- Inibicao por:
Jacoby- Algumas enzimas
Jacoby . Ambler Substratos AC .
Medeiros ,  representativas
(2010) ou EDTA
(1995) TZB®
AmpC de bactérias
1 1 C Cefalosporinas B B de Gram negativo;
CMY-2; DHA-1
le NI* c Cefalosporinas B B GCl1; CMY-37
Penicilinases de
2a 22 A Penicilinas + B bactérias de Gram
positivo; PC1
TEM-1; TEM-2;
2b 2b A Penicilinas, Cefalosporinas + B
SHV-1
TEM-3 a TEM-178;
SHV-2a SHV-131;
2be 2be A Penicilinas, Cefalosporinas de + . K. oxytoca K1: PER-
largo espectro, Monobactamos ;
1; VEB-1; CTX-M-1
a CTX-M-93
TEM-30 a TEM-36;
2br 2br A Penicilinas * B TEM-38 a TEM40;
TEM-44; TEM-59;
TEM-65; SHV-10
Jber NI® A Cefalosporinas de largo espectro, _ . TEM-50 (CMT-1)
Monobactamos
2 2c A Penicilinas, Carbenecilina + B PSE-1; CARB-3
2ce NI A Carbenecilina, Cefepime * - RTG-4 (CARB-10)
2 2d D Cloxacilina * B OXA-1a OXA-10
(PSE-2)
2de NI* D Cefalosporinas de largo espectro * B OXA-11; OXA-15
2df NI D Carbapenemos * B OXA-23; OXA-48
Cefalosporinases
Ze 2e A Cefalosporinas de largo espectro + B induzidas de Proteus
vulgaris; Cep-A
NMC-A de
Enterobacter
2f 2f A Carbapenemos * B cloacae, SME-1 de
Serratia marcescens,
KPC-1;, GES-2
3a 3 B (BI) Carbapenemos - + IMP-1; VIM-1; CcrA
B (B3) L1; CAU-1; GOB-1
3b 3 B (B2) Carbapenemos . + CphA; Sth-1
NI® 4 ND¢ Penicilinas _ 2 Penicilinase de

Burkholderia cepacia

8AC, 4cido clavulanico; TZB, tazobactam; bEDTA, acido etilenodiaminotetracético. °NI,

nao incluido. dND, niao determinado.
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1.3.1.1 Beta-Lactamases de Espectro Alargado (ESBLs)
Apesar de todos os grupos de beta-lactamases ja terem sido descritos em
Enterobacteriaceae, as beta-lactamases de espectro alargado s3o as mais
frequentemente encontradas nesta familia. A primeira beta-lactamase de espectro
alargado foi identificada numa Enterobacteriaceae isolada na Alemanha, em 1983,
poucos anos depois da introdu¢do das cefalosporinas de largo espectro na prética clinica
(Knothe et al., 1983; Drieux et al., 2008). Desde essa altura, a incidéncia de beta-
lactamases de espectro alargado tem vindo a aumentar em todo o mundo, sendo
frequentemente descritas em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (Cantén et al.,
2006; Livermore et al., 2007; Canton et al., 2008), mas também noutras espécies de
Enterobacteriaceae (Coudron et al., 1997; Perilli et al., 1997, Pitout et al., 1998). Mais
recentemente, as ESBLs tém sido descritas em outras familias de bactérias, como por
exemplo Pseudomonadaceae ¢ Aeromonadaceae (Marchandin et al., 2003; Fosse et al.,
2004; David et al., 2008; Woodford et al., 2008). Estas enzimas tém uma grande
importincia a nivel clinico, uma vez que conferem resisténcia bacteriana a penicilinas,
cefalosporinas (excepto cefamicinas) e monobactamos, por hidrélise destes antibidticos,
e sdo inactivadas por inibidores de beta-lactamases, tais como o acido clavulanico,
tazobactam ou sulbactam (Dricux et al., 2008). Apenas os carbapenemos sdo estaveis as
ESBLs (Cornaglia et al., 2008). E recomendavel reportar as Enterobacteriaceae
produtoras de ESBLs como resistentes a todos os antibioticos deste grupo (excepto aos
carbapenemos), mesmo quando as estirpes sdo susceptiveis in vitro a algum deles,
devido ao risco de insucesso no tratamento (Paterson et al., 2001; Paterson et al., 2005,
http://www.sfm.asso.fr/). A introducdo na pratica clinica de cefalosporinas de largo
espectro constituiu o maior factor de selecgdo para a emergéncia e disseminagdo das
ESBLs (Rossolini et al., 2008), embora outros factores também tenham um papel

essencial, como sera discutido mais adiante.

As ESBLs sao classificadas em diferentes tipos de acordo com a sua sequéncia de
aminoacidos e a sua actividade hidrolitica sobre diversos antibidticos B-lactdmicos
(Bush et al., 1995; http://www.lahey.org./studies/temtable.htm). Os tipos de ESBL mais
frequentes sdo o TEM, SHV e CTX-M, mas outras variantes sdo também
frequentemente encontradas em Enterobacteriaceae, como as enzimas do tipo PER,
GES ou VEB (Poirel et al., 1999; Bonnet, 2004; Jacoby et al., 2005; Paterson et al.,
2005; Machado et al., 2007; Libisch et al., 2008; Zong et al., 2009). A nomenclatura,
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assim como algumas caracteristicas das ESBLs, encontram-se detalhadas no site
dedicado as ESBLs, criado por George Jacoby e Karen Bush
(http://www.lahey.org./studies/temtable.htm). A sua denomina¢do tem sido, contudo,
anarquica, sendo designadas de acordo com o nome do doente em que foram detectadas
(por exemplo, TEM, de Temoniera), o seu substrato (por exemplo, OXA, de actividade
hidrolitica sobre a oxacilina), as suas propriedades bioquimicas (por exemplo, CTX-M

devido a maior capacidade de hidrolise sobre a cefotaxima), entre outros.

A. TEM e SHV

As ESBLs do tipo TEM e SHV tém sido tradicionalmente consideradas como as mais
disseminadas (Tzouvelekis, 1999; Bradford et al., 2001, Paterson et al., 2005). A
designagdo de TEM deriva do nome da paciente (Temoniera) a partir da qual foi obtido
o primeiro isolado de E. coli produtor destas enzimas (Atenas, 1965) (Datta et al.,
1965), estando o nome SHV relacionado com as propriedades bioquimicas destas
enzimas (SulpHydryl Variable). As primeiras enzimas do tipo TEM e SHV a serem
descritas foram TEM-1, TEM-2 ¢ SHV-1, nenhuma considerada ESBL devido ao facto
de ndo exibirem actividade hidrolitica sobre cefalosporinas de largo espectro. TEM-1 e
TEM-2 possuem o mesmo perfil hidrolitico, diferindo apenas no promotor (mais activo
em TEM-2) e no ponto isoeléctrico (5.6 e 5.4, respectivamente) (Livermore, 1995).
SHV-1 encontra-se actualmente presente em mais de 90% dos isolados clinicos de K.
pneumoniae (Bradford, 2001). As ESBLs do tipo TEM e SHV derivam destas beta-
lactamases por mutagdes pontuais em genes que afectam o seu centro activo e

consequentemente aumentam o seu espectro hidrolitico (Paterson et al., 2005).

A primeira descricdo de uma ESBL do tipo TEM ocorreu em 1988, quando foi descrita
uma TEM-3 num isolado de K. pneumoniae detectado em Franga (Sougakoff et al.,
1988). Contudo, TEM-3 poderd ndo ter sido a primeira ESBL do tipo TEM a ser
descoberta, uma vez que em 1982, em Inglaterra, foi obtido um plasmideo de Klebsiella
oxytoca contendo um gene bla codificando para uma enzima com elevada actividade
hidrolitica sobre a ceftazidima, denominada de TEM-12 (DuBois et al., 1995). A
primeira descoberta de uma ESBL do tipo SHV (SHV-2) ocorreu em 1983, na

Alemanha, numa Klebsiella ozaenae.
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Actualmente, sao conhecidas mais de 170 ESBLs do tipo TEM. Como a maioria
degrada mais eficazmente a ceftazidima, sdo também conhecidas por ceftazidimases
(Sousa, 2006). Os seus pontos isoeléctricos variam normalmente entre 5.2 e 6.5. As
diferengas na sequéncia de aminoacidos entre elas podem ser encontradas em
http://www.lahey.org./studies/temtable.htm. E importante referir que, embora a maioria
das enzimas do tipo TEM sejam consideradas ESBLs, algumas variantes tém reduzida
afinidade para os inibidores de beta-lactamases (IRT - Inhibitor-Resistant TEM) (Chaibi
et al., 1999) e/ou actividade hidrolitica quase nula sobre cefalosporinas de largo
espectro (CMT - Complex Mutant TEM), ndo sendo por isso consideradas ESBLs
(Robin et al., 2006). No caso das ESBLs do tipo SHV, o nimero de variantes é também

j& muito elevado, estando descritas cerca de 130 variantes alélicas.

B. CTX-M

O aumento dramatico de ESBLs que se tem verificado sobretudo na ultima década
deve-se em parte a emergéncia e disseminacdo de enzimas do tipo CTX-M (Canton et
al., 2006). Estas enzimas foram inicialmente designadas de CTX-M (CefoTaXiMases)
devido a sua maior actividade sobre a cefotaxima, em comparagdo com a ceftazidima.
Isto era verdade para a primeira enzima a ser descrita e para algumas outras que foram
posteriormente descobertas (Walther-Rasmussen et al., 2004). Contudo, actualmente
existem diversas enzimas do tipo CTX-M que hidrolisam também eficazmente a
ceftazidima (Bonnet, 2004; Soderblom et al., 2007). E exemplo disso a CTX-M-15,
actualmente a ESBL do tipo CTX-M mais disseminada pelo mundo (Cantén et al.,
2006; Lartigue et al., 2007; Naseer et al., 2007).

A primeira enzima do tipo CTX-M a ser descrita foi a CTX-M-1, isolada na Alemanha
no final dos anos 80 (Bauernfeind et al., 1989). A partir desta altura varias foram as
enzimas do tipo CTX-M a serem descritas. Actualmente existem ja mais de 90 variantes
alélicas agregadas em cinco grupos, denominados CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-9 e CTX-M-25, com base na sua sequéncia de aminoacidos
(http://www .lahey.org/Studies/other.asp#tablel). Ha autores que agrupam as CTX-Ms
em 6 e ndo em 5 grupos, por inclusdo da CTX-M-45 (Rossolini et al., 2008) (Fig.1.3.2).
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CTX-M-45

CTX-M-1/3/10-12/15/ CTX-M-2/4-7720/

22/23/28-30/32-34/ 31/35/43/44
CTX-M-25/26/

39/41

36/37/42/52-54/57/58/60/61
CTX-M-8/40/63
CTX-M-9/13/14/

16/17-19/2124/
27/38/46-51/55/65

Fig.1.3.2 - Arvore filogenética representando os seis grupos de beta-lactamases do tipo

CTX-M e os niveis de similaridade aminoacidica (adaptado de Rossolini et al., 2008).

O comprimento das ramifica¢des é proporcional ao nimero de alteragdes aminoacidicas. Foi construida
com o programa TREEVIEW (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html), através do
alinhamento multiplo das sequéncias de CTX-M publicadas (http://lahey.org./Studies/). A divergéncia
entre as sequéncias aminoacidicas dos diferentes grupos varia entre 9.3% e 32% (nfo considerando a
enzima mais divergente, CTX-M-45), sendo <3.5% dentro de cada grupo. CTX-M-14 ¢ idéntica a CTX-
M-18, sendo que apenas a antiga ¢ referida. CTX-M-44 corresponde a Toho-1, CTX-M-45 corresponde a
Toho-2, CTX-M-15 corresponde a UOE-1 e CTX-M-14 corresponde a Toho-3.

As beta-lactamases do tipo CTX-M estdo estreitamente relacionadas com as beta-
lactamases que existem no cromossoma de Kluyvera sp. (Paterson et al., 2005).
Diversos estudos apontam para uma origem a partir destas bactérias, largamente
disseminadas no ambiente (Canton et al., 2006; Livermore et al., 2007; Cantén et al.,
2008; Rossolini et al., 2008). Por exemplo, Kluyvera georgiana contém uma beta-
lactamase cromossomica, KLUG-1, que partilha 99% de identidade aminoacidica com
CTX-M-8 e CTX-M-9 (Humeniuk et al., 2002; Poirel et al., 2002). Precursores de
genes que codificam para enzimas do tipo CTX-M-1 e CTX-M-2 também foram
detectados em estirpes de Kluyvera ascorbata (Bonnet, 2004; Canton et al., 2006). A
confirmar esta possivel origem, estd o facto das beta-lactamases do tipo CTX-M terem
menos de 40% de identidade com as ESBLs do tipo TEM ou SHV, o que sugere uma
origem diferente para estas enzimas (Paterson et al., 2005). Recombina¢des mediadas
por ISCR1, ISEcpl ou por elementos genéticos relacionados com fagos parecem ser os
responsaveis pela mobilizacdo destes genes para outras espécies de Enterobacteriaceae

(Bonnet, 2004; Oliver et al., 2001; Toleman et al., 2006; Lartigue et al., 2004).
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1.3.1.2 Outras beta-lactamases adquiridas e clinicamente relevantes

descritas em Enterobacteriaceae

Outras beta-lactamases adquiridas pertencentes a classe A da classificagdo de Ambler,
assim como Dbeta-lactamases de classe B (carbapenemases), C (AmpC
cromossomicas/plasmidicas) ou D (oxacilinases) tém também relevancia clinica em

Enterobacteriaceae (Canton et al., 2003).

Outras beta-lactamases de classe A. Para além de beta-lactamases do tipo TEM, SHV

ou CTX-M, tém também sido descritas em Enterobacteriaceae de diferentes regides

geograficas, embora com menos frequéncia, beta-lactamases de classe A do tipo PER,

VEB, TLA, GES, BES ¢ SFO (Sousa 2006).

Carbapenemases. Estas beta-lactamases sdo assim designadas por hidrolisarem

significativamente o imipenemo e/ou outros carbapenemos (para além de penicilinas e
cefalosporinas) (Nordmann et al., 2002). As carbapenemases sdo distribuidas por trés
das quatro classes moleculares de Ambler, de acordo com a composi¢ao do seu centro
activo e as suas propriedades hidroliticas sobre B-lactamicos e inibidores de beta-
lactamases: classes A e D, e classe B (metalo-carbapenemases). O perfil hidrolitico
destas enzimas pode ser consultado na Tabela 1 (Bush et al., 2010). Até a data, apenas
as carbapenemases de classe A ¢ B foram descritas em Enterobacteriaceae (Bush et al.,
2010). A prevaléncia de metalo-carbapenemases transferiveis, sobretudo do tipo IMP e
VIM, tem vindo a aumentar (Queenan et al., 2007), o mesmo acontecendo para
carbapenemases de Classe A transferiveis (por exemplo, KPC-1) (Yigit et al., 2001,
(Walther-Rasmussen et al., 2007).

Oxacilinases (beta-lactamases de classe D segundo a classificacdo de Ambler). A sua

designacdo deriva do facto de serem enzimas com uma elevada actividade hidrolitica
sobre a oxacilina e cloxacilina (Sousa, 2006). Foram originalmente descobertas em
isolados de Pseudomonas aeruginosa, na Turquia (Huovinen et al., 1988), onde
ocorrem predominantemente, embora também tenham sido detectadas em outras
bactérias de Gram negativo, sobretudo em Acinetobacter baumannii. Em
Enterobacteriaceae sao raramente descritas (Bradford, 2001; Brown et al., 2006). A

maioria das beta-lactamases do tipo OXA ndo hidrolisa as cefalosporinas de largo
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espectro em grau significativo, sendo também pouco inibidas pelo acido clavulanico
(Tabela 1), dai nao serem designadas de ESBLs. Contudo, algumas variantes OXA tém
capacidade de hidrolisar fracamente a cefotaxima, a ceftazidima e o aztreonamo (por
exemplo, OXA-1) ou os carbapenemos (por exemplo, OXA-50), levando a que a maior
parte das bactérias que as expressa tenha uma reduzida susceptibilidade a estes
antibidticos, pelo que alguns autores consideram essas variantes OXA como ESBLs ou

carbapenemases, respectivamente (Paterson et al., 2005).

Beta-lactamases do tipo AmpC (beta-lactamases de classe C segundo a classificacdo de

Ambler). Tém sido tradicionalmente consideradas enzimas indutiveis ¢ de localizagao
cromossOmica, presentes em espécies especificas de certos géneros de
Enterobacteriaceae (por exemplo, Enterobacter spp., Citrobacter spp., Morganella
spp., Serratia spp.) e também de outras familias bacterianas (por exemplo, P.
aeruginosa) (Hanson et al., 1999; Philippon et al., 2002). Em algumas espécies
(Escherichia coli, Shigella spp.) o gene que codifica para este tipo de enzimas (blaampc)
ndo ¢ indutivel e a sua expressdo ¢ baixa, fazendo com que essas bactérias produzam
constitutivamente niveis residuais de enzima (Honoré et al., 1986; Pérez-Pérez et al.,
2002; Jacoby, 2009). Nos ultimos anos, tém vindo a ser identificadas cada vez com mais
frequéncia beta-lactamases do tipo AmpC plasmidicas em diferentes espécies de
Enterobacteriaceae, sobretudo em E. coli ¢ K. pneumoniae (por exemplo, enzimas do
tipo CMY, DHA, FOX, LAT) (Philippon et al., 2002; Jacoby, 2009). Estas enzimas
parecem derivar de genes blasmpc cromossoémicos de outros membros da familia
Enterobacteriaceae que os possuem naturalmente, ¢ a sua mobilizagao parece ocorrer
por recombinagdo genética mediada por sequéncias de inser¢do (Pérez-Pérez et al.,
2002; Jacoby, 2009). A sua expressao nao ¢ inibida pelos inibidores de beta-lactamases
e resulta numa hidrdlise mais eficiente das penicilinas e cefalosporinas de primeira,

segunda e terceira geragdo, incluindo as cefamicinas (cefoxitina, cefotetan) (Livermore,

1995).
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1.3.2 Resisténcia a antibidticos nio p-lactamicos

E bastante comum, as Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs albergarem genes de
resisténcia a diferentes familias de antibidticos, para além dos B-lactdmicos, tais como
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, trimetoprim e sulfonamidas, entre outras
(Cornaglia et al., 2008). Estes isolados bacterianos multiresistentes (MR), apesar de
persistirem sobretudo no meio hospitalar, podem também ser encontrados na
comunidade (Canton et al., 2003; Morosini et al., 2006; Pérez et al., 2007; Coque et al.,
2008; Machado et al., 2004; Machado et al., 2008). Na maioria dos casos, esta
multiresisténcia esta relacionada com o facto dos genes que codificam para a resisténcia
a antibioticos nao B-lactdmicos se encontrarem no mesmo elemento genético moével
(plasmideo, transposdo) que alberga os genes blagsg. (Canton et al., 2003). Por
exemplo, genes que codificam para ESBLs especificas (blacrx-m2, blacrx-m-9, blages,
entre outras) encontram-se frequentemente em integroes de localizacdo plasmidica,
juntamente com cassetes de genes responsaveis pela resisténcia a aminoglicosideos
(aadA, aadB, aacA, strA, armA), trimetoprim (dfr), cloranfenicol (cml, cat),
sulfonamidas (sull, sul2, sul3), e mesmo a B-lactamicos (blapxa). A presenca de blagsgr
especificos tem sido também descrita em transposoes (por exemplo, blacrx.m.o € blarem.

22em Tn21) (Novais et al., 2006; Novais et al., 2010).

E de destacar o aumento da resisténcia as quinolonas, mediada por plasmideos, em
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs, sobretudo em K. pneumoniae e¢ E. coli
(Lautenbach et al., 2001; Mammeri et al., 2005; Cantén et al., 2008; Coque et al.,
2008). Neste caso, a diminui¢do da actividade das quinolonas pode relacionar-se com:
- a producdo de proteinas Qnr, codificada por genes gnrA, gnrB, gnrC ou gnrS
(Robicsek et al., 2006; Cattoir et al., 2009). Estas proteinas interagem com a girase
e topoimerase IV do DNA, impedindo a ligagdo da quinolona ao alvo. Protegem
assim estes locais da ac¢do inibidora das quinolonas (Sousa, 2006). Conferem
resisténcia ao 4cido nalidixico e susceptibilidade reduzida a fluoroquinolonas
(Nordmann et al., 2005). Os genes gnr, na sua maioria, encontram-se associados a
enzimas dos grupos CTX-M-9 ou CTX-M-1, reflectindo o facto de que genes que
codificam para a resisténcia aos B-lactamicos e quinolonas estdo frequentemente

localizados no mesmo plasmideo (Jones et al., 2008);
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- a producdo de acetilases que podem afectar a actividade de certas
fluoroquinolonas, como ¢ o caso de AAC(6’)-Ib-cr, codificada pelo gene aac(6’)-1b-
cr, muito associado a isolados produtores de ESBLs do tipo CTX-M-15 (Canto6n et
al., 2006; Machado et al., 2006). Esta enzima tem actividade sobre a ciprofloxacina
e a norfloxacina, inactivando também aminoglicosideos (Robicsek et al., 2006);

- a aquisi¢do de genes que codificam para sistemas de efluxo de fluoroquinolonas
(gepA, 0gxAB) (Strahilevitz et al., 2009). Os transportadores de membrana
envolvidos nestes sistemas de exportagdo activa, podem ser especificos de uma

classe de antibidticos ou responsaveis pela resisténcia a multiplos fairmacos.

1.4 EPIDEMIOLOGIA DE ENTEROBACTERIACEAE PRODUTORAS DE
ESBLs e/ou GENES blagsg,

1.4.1 Epidemiologia no Mundo

Durante os anos de 1990, as ESBLs do tipo TEM e SHV foram as enzimas mais
prevalentes em todo o mundo, sendo raramente descritas Enterobacteriaceae produtoras
de enzimas do tipo CTX-M (Canton et al., 2006). Por essa altura, a disseminacao das
ESBLs do tipo TEM e do tipo SHV ocorria maioritariamente através de clones
epidémicos, constituindo a bactéria K. pneumoniae o principal reservatorio de genes
blagsgr ¢ um paradigma na dissemina¢do nosocomial (Paterson et al., 2005). Os
isolados produtores de ESBLs eram fundamentalmente associados a infec¢des
nosocomiais, especialmente em Unidades de Cuidados Intensivos (UCls), sendo pouco
usual estarem associados a infec¢des adquiridas na comunidade (Canton et al., 2008).
Actualmente, as ESBLs do tipo TEM e SHV encontram-se por isso largamente
distribuidas por todo o mundo, sendo descritas em diversas espécies de
Enterobacteriaceae, maioritariamente em isolados de K. pneumoniae obtidos de

pacientes de UCIs de hospitais (Canton et al., 2008).

Estes padrdes foram, contudo, recentemente modificados de forma draméatica. ESBLs
do tipo CTX-M tém vindo a substituir as variantes do tipo TEM e SHV, e a principal
bactéria associada a producdo de ESBLs passou a ser a E. coli (Cantén et al., 2008). A

maioria dos isolados produtores de ESBLs do tipo CTX-M sdo agora obtidos de
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pacientes da comunidade, muitos deles com infec¢des urinarias, € o numero de isolados
produtores de ESBLs aumentou também em servigos hospitalares ndo relacionados com
UClISs (Pitout et al., 2004; Ben-Ami et al., 2006; Rodriguez-Bafio et al., 2006; Canton et
al., 2008).

A Figura 1.4.1 apresenta a corrente situa¢do da ocorréncia e diversidade de ESBLs do
tipo CTX-M em diferentes areas geograficas. Verifica-se uma situa¢do epidémica
dominante na maior parte dos paises Europeus, na Asia ¢ na América do Sul. Nos
Estados Unidos da América (EUA) sdo reportados casos esporadicos de isolados

produtores de CTX-Ms (Paterson et al., 2005).

B cTx-M-1
Bl CTX-M-2
B CTX-M-8
[ cTX-M-9

I Endemicidade Relatos esporadicos [ ] Sem dados

Fig.1.4.1. — Ocorréncia e diversidade de ESBLs do tipo CTX-M em diferentes areas

geograficas (adaptado de Cantén et al., 2006).

Algumas variantes de enzimas CTX-M estao associadas a paises especificos, como ¢ o
caso de CTX-M-9 e CTX-M-14 que constituem os tipos mais prevalentes em Espanha
(Valverde et al., 2004; Hernandez et al., 2005; Novais et al., 2006), CTX-M-1 em Italia
(Brigante et al., 2005), e CTX-M-2 na maior parte dos paises da América do Sul, Japao
e Israel (Bonnet et al., 2004; Ben-Ami et al., 2006). Contudo, certas CTX-Ms, como a
CTX-M-15, tém sido detectadas em todo o mundo (Machado et al., 2006; Canton et al.,
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2006; Coque et al., 2008; Lewis et al., 2007; Dedeic-Ljubovic et al., 2009; Mshana et
al, 2009; Ruppé et al., 2009; Song et al., 2009). Ainda ndo se conhece uma explica¢do
para o sucesso da pandemia desta enzima, embora se pense que a sua associagdo a
clones de E. coli pertencentes ao grupo filogenético B2 (de elevada viruléncia) e a
plasmideos contendo os genes blapxa.1, blatem.s e aac(6’)-1b-cr sejam factores

importantes (Canton et al., 2006; Machado et al., 2006).

1.4.2 Epidemiologia na Europa

Estudos de vigilancia da evolucao da resisténcia aos antibidticos, como o SMART
(Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends), revelaram que as
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs sdo menos frequentes na Europa do que na
América Latina, Asia e regides do Pacifico (Coque et al., 2008). Contudo, o mesmo nio
se passa quando se compara com a América do Norte, onde os organismos produtores

de ESBLs sdo muito menos comuns (Canton et al., 2008).

O cenario epidemiologico presente inclui um aumento no niumero de diferentes enzimas
do tipo CTX-M e o reconhecimento de multiplos clones e elementos genéticos que
transportam genes blacrx.v (Canton et al., 2008). A rapida disseminagdo destas enzimas
na Europa s6 ¢ comparavel a disseminacao de beta-lactamases do tipo TEM nos anos de
1970 (Cantén et al., 2008). Contudo, podem ser observadas diferengas importantes no
tipo de CTX-M prevalentes nos diversos paises Europeus, como ilustrado na Fig. 1.4.2.
Enquanto as ESBLs do grupo CTX-M-1 (por exemplo CTX-M-1, CTX-M-15 e CTX-
M-32) predominam em quase todos os paises Europeus (Canton et al., 2008), CTX-M-3
e CTX-M-2 tém sido descritas sobretudo na Europa Oriental (Edelstein et al., 2003;
Chmelnitsky et al., 2005; Livermore et al., 2007).
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Fig.1.4.2. Distribuicio de ESBLs do tipo CTX-M em diferentes areas geograficas da

Europa (adaptado de Cantén et al., 2008).

Algumas ESBLs do tipo TEM e SHV tém também vindo a suscitar um interesse
renovado na comunidade cientifica devido a uma ampla e rapida disseminagdo pela
Europa nos ultimos anos. E o caso de TEM-4, TEM-24, TEM-52, SHV-5 ¢ SHV-12
(Machado et al., 2007; Markovska et al., 2008; Canton et al., 2008; Novais et al.,
2010). No caso da TEM-24, a sua disseminacdo pela Europa esta relacionada com a
confluéncia de clones de Enterobacteriaceae, em especial de Enterobacter aerogenes, e
um plasmideo Inca/cp, altamente transmissivel (Canton et al., 2002; Lavigne et al.,
2004; Machado et al., 2007; Biendo et al., 2008; Novais et al., 2010). A emergéncia de
novas variantes ESBLs do tipo TEM e SHV continua também a ser observada em
diversos paises Europeus, como Franga, Italia, Espanha, Bélgica e Portugal (Machado et

al., 2007).

A principal razdo que se aponta para o aumento generalizado na Europa de certas
ESBLs pertencentes ao grupo TEM (TEM-4, TEM-24 ¢ TEM-52) (Cloeckaert et al.,
2007; Canton et al., 2008; Galas et al., 2008), SHV (SHV-5 e SHV-12) (Damjanova et
al., 2007; Carrér et al., 2008; Markovska et al., 2008) ¢ CTX-M (CTX-M-9, CTX-M-3,
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CTX-M-14 ou CTX-M-15) (Canton et al., 2008), é a disseminagdao de clones
especificos (ou grupos de clones) e de plasmideos epidémicos, tanto nos hospitais como

na comunidade (animais, humanos saudaveis, ambiente) (Coque et al., 2008).

1.4.3 Epidemiologia em Portugal

Portugal ¢ um dos paises Europeus com uma das taxas mais elevadas de ESBLs
(Bouchillon et al.,, 2004). Segundo os estudos que se encontram disponiveis, a
prevaléncia de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs tem aumentado ao longo do
tempo, com um dominio crescente de isolados de E. coli produtores de CTX-M
(Machado et al., 2006; Machado et al., 2007; Mendonga et al., 2007; Costa et al., 2009;
Guimaraes et al., 2009). Outros factos revelados por estudos individuais, sobretudo a
nivel hospitalar, reflectem também uma disseminagdo comum de CTX-M-14, CTX-M-
15, CTX-M-32, TEM-24, TEM-52, SHV-12 e GES-1 (Machado et al., 2006; Machado
et al., 2007; Mendonga et al., 2007).

E de notar que a maioria dos estudos disponiveis apenas se refere ao aparecimento de
tipos particulares de ESBLs, a dispersao de clones especificos produtores de ESBLs ou
a ocorréncia de ESBLs em hospitais especificos e durante curtos periodos de tempo
(Brizio et al., 2006; Machado et al., 2006; Mendonga et al., 2007; Coque et al., 2008).
Deveria ser realizado um esfor¢o conjunto no sentido de se averiguar a prevaléncia e
melhor compreender a epidemiologia de Enterobacteriaceae produtoras de diferentes
tipos de ESBLs em Portugal, quer de origem hospitalar, quer extra-hospitalar, tal como

tem sido praticado noutros paises Europeus.

1.4.4 Factores que contribuem para a emergéncia, manutencio e disseminacio de

ESBLs

Actualmente a epidemiologia das ESBLs ¢é bastante complexa, pois varios sdo os
factores envolvidos na disseminagdo de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs ¢/ou
de genes blagsgL. Um uso abusivo de antibioticos em humanos e animais, as infecgdes
cruzadas a nivel hospitalar, a mobilidade de pacientes entre instituicdes de saude, a
cadeia alimentar, o comércio e a migragdo humana, parecem ter contribuido de algum

modo para a rapida dissemina¢ao de ESBLs (Coque et al., 2008). Diversos mecanismos
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de disseminagao tém também cooperado para a sua ampla dispersio em
Enterobacteriaceae (Canton et al., 2003), apesar da influéncia de cada um deles ser

variavel e associada a epidemiologia local (Coque et al., 2008).

1.4.4.1 Mecanismos de disseminaciao de ESBLs em Enterobacteriaceae
Os principais mecanismos de disseminagdo de ESBLs envolvem a disseminagdo de
estirpes bacterianas especificas (dispersdo clonal) e/ou plasmideos, transposdes ou
integroes particulares albergando genes blagspy (transferéncia horizontal de genes)
(Canton et al., 2003). Em alguns casos esta ainda documentado o envolvimento de
bacteriéfagos na transferéncia horizontal de genes entre bactérias (Martinez et al., 2002;
Oliver et al., 2005). Contudo, este cenario epidemiologico estd a tornar-se cada vez
mais complexo, envolvendo frequentemente a transferéncia horizontal de plasmideos e
transposdes entre clones independentes e entre clones epidémicos (Canton et al., 2003)
(Fig.1.4.3). Nesta sec¢ao serao referidos sumariamente alguns aspectos relacionados

com os mecanismos/elementos genéticos envolvidos na disseminacdo de genes blagsg;..
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Fig. 1.4.3- Emergéncia e persisténcia de genes blagsgr_em bactérias: propagacio clonal

e modelo de disseminacdo plasmidica (adaptado de Cantdn et al., 2003). Emergéncia de

uma ESBL devido a uma mutag¢do num gene bla localizado num plasmideo pré-existente (A.1); um clone
especifico (clone A) adquire um plasmideo contendo o gene blagsg; ¢ propaga-se devido a sua selec¢ao
(A.2); transmissdo do plasmideo e disseminagdo de diferentes clones (clones B a D) que albergam o
plasmideo contendo o gene blagsg;, podendo coexistir num quadro espacio-temporal, como no ambiente
hospitalar (A.3); transmissdo do plasmideo contendo o gene blagsg, para outro clone (clone E) que

contém outro plasmideo de resisténcia (A.4). (Cantén et al., 2003).
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A. Dispersao clonal

Como os genes que codificam para a resisténcia aos antibidticos se transmitem a
descendéncia aquando da replicacdo de DNA, bactérias resistentes que se formem irdo
ser naturalmente seleccionadas durante a exposi¢do a antibidticos. Estas bactérias
podem constituir um importante mecanismo de disseminacdo de resisténcia aos
antibiodticos, quando acumulam uma série de caracteristicas que contribuem para o seu
sucesso epidémico, como por exemplo, alguns factores de viruléncia ou plataformas
genéticas nas quais se localizem genes de resisténcia que lhes conferem uma vantagem
em diferentes ambientes (Morosini et al., 2006; Canton et al., 2008). Nesta situagao,
essas estirpes bacterianas ou clones irdo disseminar-se em grande escala, disseminando
também os genes de resisténcia que albergam (Hawkey et al., 2009). Este mecanismo de
disseminagdo ¢ por isso designado de dispersdo clonal. O exemplo mais representativo
deste tipo de dispersdo ¢ a recente e rapida disseminagdo do clone E. coli O25:H4-
ST131, pertencente ao grupo filogenético B2, que se encontra associado a pandemia de
CTX-M-15 (Nicolas-Chanoine et al., 2008; Coque et al., 2008). Este clone tem sido
detectado na maior parte dos paises Europeus, incluindo Franga, Grécia, Italia, Noruega,
Portugal, Espanha, Suica, Turquia e Inglaterra, ¢ também em outros continentes
(Machado et al., 2006; Nyberg et al., 2007; Lau et al., 2008; Nicolas-Chanoine et al.,
2008; Coque et al., 2008; Yumuk et al., 2008). Outro exemplo representativo da
expansao clonal relaciona-se com a disseminagao de clones epidémicos de E. aerogenes
produtores de TEM-24 em diversos paises Europeus, incluindo Portugal (Dumarche et

al., 2002; Machado et al., 2007; Novais et al., 2010).

B. Transferéncia Horizontal de Genes

A transferéncia horizontal de genes é um processo em que um organismo transfere
material genético para outra célula que ndo ¢ sua descendente. Os veiculos genéticos
que podem transportar genes blagsgy sdo diversos e incluem uma variedade de
transposdes e integrdes, os quais podem por sua vez estar localizados em plasmideos
conjugativos, que sdo também importantes elementos genéticos que facilitam a
disseminag¢do de blagsgr (Poirel et al., 2000; Partridge et al., 2005; Canton et al., 2003;
Naas et al., 2006; Novais et al., 2006).
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B1. Plasmideos

Os plasmideos sdao moléculas de DNA circular de cadeia dupla, de localizagdo
extracromossomica, com capacidade de replicacdo autonoma (Lodish et al., 1999).
Certos plasmideos contém genes que codificam para proteinas capazes de favorecer a
sua transferéncia para outras bactérias através da formagao de pili (Fig. 1.4.4). Estes
plasmideos sdo designados de plasmideos conjugativos e, ao contrario dos ndo
conjugativos, assumem um importante papel no actual panorama da epidemiologia das
ESBLs, uma vez que contribuem para a proliferacdo de genes de resisténcia aos
antibidticos entre bactérias de uma mesma espécie ou de espécies, géneros € mesmo

familias diferentes (Brown, 2006; Sousa, 2006).

Bactériaresistente Bactéria sensivel ao
ao antibiotico antibiético

Cromossoma Plasmideo contendo
genes resisténcia

[ &4 E 7 : Transferéncia de
\ 7 J 7 copia do plasmideo
.\\' ."l.’ -
. Conjugat;é(;
Ambas as bactérias

resistentes ao
antibidtico

Fig.1.4.4. — Transferéncia horizontal da resisténcia aos antibioticos através de

plasmideos (adaptado de Griffiths et al., 1999).

Actualmente, os plasmideos constituem um importante mecanismo de disseminacgao de
genes blagsgr em Enterobacteriaceae (Coque et al., 2008). Estas plataformas genéticas
podem ainda albergar integrdes, transposodes e/ou sequéncias de insercdo (ver adiante),
permitindo a juncdo de varios determinantes de resisténcia aos antibioticos num Unico
elemento genético movel (Novais et al., 2006). Diversos plasmideos conjugativos tém
estado envolvidos na disseminagdo de varias ESBLs do tipo TEM, SHV e CTX-M,
entre outras (Canton et al., 2003), ndo s6 entre Enterobacteriaceae de origem
hospitalar, como também da flora comensal de humanos saudaveis, animais e ambiente

(Witte, 2000; Carattoli, 2008; Machado et al., 2008).
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B2. Integroes

Os integrdes sdo estruturas de recombinagdo e expressdo genética capazes de capturar
genes sob a forma de cassetes genéticas deficitarias de promotor (Mazel, 2006). A
estrutura de um integrdo ¢ flanqueada por duas regides terminais conservadas (CS,
Conserved Sequences) e uma regido central altamente varidvel que compreende as
cassetes genéticas do integrdo em particular (Fig.1.4.5.) (Hall et al., 1995). Esta regiao

varia consoante o tipo e o nimero de cassetes genéticas ai inseridas (Hall et al., 1995).

5-CS 3-CS

- W N . - _—
integrase ‘ attl & i 59bp/l gacFA ] sull ‘
il : g

Fig.1.4.5 — Representacdo esquematica da estrutura de integrdo e cassete de genes

detectados em Vibrio cholerae O1 (adaptado de Dalsgaard et al., 2000). 5°CS e 3°CS —

regides conservadas; attl — local de integragéo da cassete genética; qacEAL e sull — genes que codificam

resisténcia a compostos de amonio quaternario e sulfonamidas, respectivamente.

Os integroes por si s6 ndo apresentam mobilidade, pois ndo codificam as proteinas
necessarias para a sua transposicdo. Pelo contrario, as cassetes genéticas por eles
capturadas sdo elementos genéticos moveis (Bennett, 2008). As cassetes genéticas
codificam habitualmente para resisténcia a antibioticos, pelo que multiplas inser¢des de
cassetes conduzem a integroes multiresistentes (Recchia et al., 1995; Mazel, 2006;
Bennett, 2008). Entre os genes que codificam para ESBLs que tém sido associados a

estas estruturas, encontram-se blaggs, blaves, blactx.m-2 € blactxam-o.

B3. Transposdes (sequéncias de insercdo e transposoes compostos)

As sequéncias de insercdo (ISs) constituem o elemento genético mais simples (700-
3200 pares de bases) capaz de se mover no genoma: de uma posicdo no cromossoma
para outra posi¢ao ou para um plasmideo, ou de um plasmideo para o cromossoma
(Griffiths et al., 1999). Sao, portanto, a forma mais simples de um transposdo (Bennett,
2008). A sua regido central codifica para a enzima transposase (InpA), a qual ¢
flanqueada por sequéncias invertidas (IR) caracteristicas de cada IS em particular
(Fig.1.4.6). A transposase reconhece as IR e repeticdes idénticas noutros locais do
genoma, fazendo a excisdo ou inser¢ao destes fragmentos de DNA da localizagao

original para um novo local de DNA, promovendo assim a transferéncia de genes de
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resisténcia aos antibioticos (Sousa, 2006). Existem sequéncias de inser¢ao associadas a
disseminagdo de genes que codificam para ESBLs e a sua expressao, como ¢ o caso da
[S26, ISEcpl e ISCR1, associadas a genes que codificam para SHV-2, CTX-M-1-like e
CTX-M-9-like, respectivamente (Goussard et al., 1991; Toleman et al., 2006).

Os transposdes compostos nao sdo mais do que um par de ISs a flanquear um segmento
de DNA que geralmente contém um ou mais genes, muitas vezes codificando para a
resisténcia a antibioticos (Fig.1.4.6) (Brown, 2002). Varios transposdes conjugativos
(autotransferiveis) t€ém sido associados a disseminacdo de ESBLs, como ¢ o caso do
Tnl/Tn3, Tn2l e Tnl213, que contém os genes blargm.1/blatems, blaoxa.1 € blapgr.i,

respectivamente (Poirel et al., 2003).

(A) Sequéncia de Insercao
ITR Transposase ITR
| I e | ~{.3 kb

(B) Transposéao
Composto o i

| R e | D51 ke

IS Genes de resisténcia aos |5

antibioticos

Fig. 1.4.6 — Estrutura de uma Sequéncia de Insercio (A) e de um Transposdao Composto

(B) (adaptado de Brown, 2002). ITR (sequéncias terminais de repeti¢io invertidas).

B4. Bacteriofagos

A maioria das bactérias ¢ susceptivel ao ataque por bacteridofagos (virus que infectam
bactérias). Durante a infeccdo, o bacteridfago ataca a bactéria e injecta o seu material
genético para o citoplasma, o qual pode ser posteriormente integrado no cromossoma da
bactéria, passando a ser designado de profago (ciclo lisogénico). Quando a bactéria
hospedeira se multiplica, o genoma do profago ¢ também replicado, passivamente, e
distribuido para as bactérias descendentes. Porém, quando o bacteriéfago entra no
chamado ciclo litico, os bacteriofagos que se formam poderdo conter material genético
bacteriano, como por exemplo genes de resisténcia a antibidticos. Quando infectar uma
segunda bactéria, o seu DNA sera injectado nesta, conferindo-lhe também resisténcia a

antibioticos aos quais anteriormente seria sensivel (mecanismo de transducdo) (Fig.
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1.4.7). Oliver et al., em 2005, descreveu pela primeira vez a disseminagdao de uma

ESBL do tipo CTX-M-10 através de um bacteriofago.

o b+
Bactéria doadora
o

Bacteri6fagos %p & o
contendo genes /jﬁi{\ \\ﬁﬁﬂ "‘
doados ©

e
o Wi —

Bactéria receptora contendo Bactéria
genes transduzidos

Fig.1.4.7 — Mecanismo de transducio (adaptado de Griffiths et al., 1999).

1.5 RESERVATORIOS DE ENTEROBACTERIACEAE PRODUTORAS DE
ESBLs E/OU GENES blaprL

As Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs tém sido frequentemente identificadas em
isolados humanos associados a hospitais e/ou comunidade (Coque et al., 2008;
Rodriguez-Bano et al., 2008). Para além disso, elas sdo frequentemente descritas em
animais doentes e saudaveis (porcos, galinhas, animais de estimagao, gaivotas, coelhos,
aves de capoeira, entre outros) (Brifias et al., 2005; Girlich et al., 2007; Machado et al.,
2008; Bonnedahl et al., 2009; Murphy et al., 2009; Poeta et al., 2009), em produtos
alimentares (Hasman et al., 2005; Carattoli, 2008) ¢ em diversas amostras ambientais
(Osterblad et al., 1999; Witte, 2000; Machado et al., 2009). Estes diferentes
reservatorios de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs e/ou genes blagsg. poderao
interagir de diferentes formas, como ilustrado na Fig.1.5.1, que retrata as diversas vias
de transmissdo de bactérias e genes de resisténcia aos antibidticos. A pressdo antibiotica
exercida em hospitais, veterindria, agricultura e piscicultura parece contribuir para a
seleccdo e difusdo de genes de resisténcia em diferentes nichos ecologicos (Baquero et

al., 1998; Hawkey, 2008; Machado et al., 2008).
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Fig.1.5.1 — Vias de transmissio de bactérias resistentes e de genes de resisténcia aos

antibioticos (Witte, 2000).

Uma das principais ameagas epidemiologicas ¢ a disseminacdo de Enterobacteriaceae
produtoras de ESBLs em pessoas saudaveis da comunidade, sobretudo pela aquisi¢ao de
genes de resisténcia por parte da flora comensal, quer por hospitalizagdes anteriores
quer por exposi¢do prévia a antibidticos ou ingestdo de alimentos ou 4aguas
contaminados com bactérias resistentes aos mesmos (Mesa et al., 2006; Torres et al.,
2007; Lavilla et al., 2008; Valverde et al., 2008). Um estudo de Valverde et al. (2008)
destacou o facto de que pacientes da comunidade e seus familiares representam um

importante reservatorio de genes blagspy .

1.6 CONTROLO DA DISSEMINACAO DE ESBLs EM ENTEROBACTERIACEAE

O aumento dramatico de genes blagsg. em Enterobacteriaceae resistentes a multiplos
antibidticos € hoje alarmante (Stuart et al., 2005). As consequéncias desta disseminagao
incluem o aumento da mortalidade e morbilidade, falhas no tratamento, aumento do
tempo/custos de internamento e recurso a antimicrobianos de reserva, indicados para
infeccdes mais complicadas (Livermore, 2003; Salgado et al., 2005). Apesar da
continua investigacdo e desenvolvimento de novos antibioticos, a velocidade e escala do
seu desenvolvimento sdo diminutas (Yim, 2009), sendo agravadas por praticas clinicas
que insistem num uso abusivo de antibioticos. Tendo em conta todos estes factos, torna-

se necessario a implementagao de algumas medidas de controlo, tais como:
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« Fazer um uso racional dos antibioticos, de modo a evitar pressoes selectivas (por
exemplo, limitar o uso de cefalosporinas e fluoroquinolonas em humanos e animais)
(FAAIR Scientific Advisory Panel, 2002);

o Implementar politicas de controlo de infeccdo para prevenir a disseminacdo de
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs dentro e fora dos hospitais;

o Implementar medidas de isolamento de pacientes colonizados com bactérias
produtoras de ESBLs. O estudo do estado de colonizagdo aquando da admissdo no
hospital e a analise da flora intestinal de pacientes hospitalizados sdo também ac¢des
de grande importancia (Bisson et al., 2002; Rodriguez-Bano et al., 2006);

« Implementar métodos de deteccao de clones/plasmideos bacterianos que constituam
importantes veiculos de disseminagdo de ESBLs. Idealmente, estes deveriam ser
integrados nos laboratdrios de andlises clinicas, para assegurar intervengdes em
tempo real (Paterson et al., 2005; Bennett, 2008; Coque et al., 2008).

« Promover estudos de vigilancia da resisténcia aos antibidticos nos hospitais e na
comunidade (Williams et al., 1998; Oteo et al., 2003). Neste sentido, estudos sobre
a evolugdo da resisténcia em Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs dentro e fora
do ambiente hospitalar (animais, dguas, esgotos, entre outros), podem ser uteis para
acompanhar modificacdes no panorama das ESBLs, para compreender como ocorre
a sua emergéncia e disseminacdo numa regido geografica particular ou numa
instituicdo de satde. Nos ultimos anos, diversos programas internacionais de
vigilancia da resisténcia aos antibidticos tém sido desenvolvidos: INSPAR e
SENTRY nos EUA; EARSS (The European Antimicrobial Resistance Surveillance

System) e ROAR (Reservoirs of Antibiotic Resistance) na Europa.

A comunidade cientifica e os profissionais de saide publica deverao estar cientes de que
as potenciais intervengdes para controlar a rapida disseminacdo de Enterobacteriaceae
produtoras de ESBLs a nivel mundial, tém uma janela de tempo limitada a uma accdo
efectiva. Uma vez reunidas e cruzadas determinadas situagdes (dissemina¢do de ESBLs
entre diferentes espécies bacterianas, clones e nichos ecoldgicos), o controlo sera
simplesmente impossivel, mesmo aplicando medidas modelo. Dever-se-4 agir agora e
estar preparado para um futuro incerto através de formas inovadoras de controlo dos

organismos produtores de ESBLs (Coque et al., 2008).
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II. OBJECTIVOS

Em Portugal a ocorréncia, diversidade e relevancia clinica das ESBLs sdo ainda pouco
estudadas, existindo apenas relatos esporadicos em hospitais especificos ou estudos
efectuados em periodos de tempo relativamente curtos. Mudancas na epidemiologia das
ESBLs impdem novas abordagens terapéuticas e de controlo da infeccao, justificando a

sua vigilancia periodica.

Assim, foram objectivos principais deste trabalho:

e Investigar a ocorréncia e a diversidade de genes que codificam para ESBLs (blagsgy)
em Enterobacteriaceae isoladas de um hospital Portugués entre Junho de 2006 e

Junho de 2007, comparando com dados de anos anteriores (2002-2004);

e Avaliar a co-resisténcia a antibioticos nao B-lactamicos nos isolados produtores de

ESBLs.
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III. MATERIAL E METODOS

1. Isolados bacterianos

Foram estudados oitenta e um isolados previamente identificados como presumiveis
produtores de ESBLs, detectados numa colec¢do de mil e quatrocentos e oitenta e seis
(1486) Enterobacteriaceae isoladas durante o periodo de um ano (Junho 2006-Junho
2007) no Laboratorio de Microbiologia de um Hospital Portugués (regido Centro-
Interior). Os isolados foram obtidos de pacientes que receberam atendimento nessa
institui¢ao hospitalar e incluiram 1212 Escherichia coli, 133 Klebsiella pneumoniae, 31
Klebsiella oxytoca, 1 Klebsiella ascorbata, 71 Enterobacter cloacae, 30 E. aerogenes, 1
E. asburiae, 4 Morganella morganii, 1 Proteus mirabilis, 1 Serratia marcescens e 1
Serratia plymuthica. Bactérias do mesmo individuo mostrando perfis de
susceptibilidade idénticos e isolados durante a mesma semana de hospitalizagdo nao

foram incluidas.

2. Identificacdo bacteriana

As bactérias incluidas neste estudo foram previamente identificadas pelo sistema
automatico PHOENIX (Phoenix Automated System, Becton Dickinson Diagnostic
Systems, Sparks, MD, EUA) ou através de galerias API ID 32 GN (bioMérieux, Marcy
L’Etoile, France) (Sanguinetti et al., 2003; Machado et al., 2007).

3. Avaliacio da susceptibilidade aos antibidticos

A avaliacdo preliminar da susceptibilidade aos antibidticos foi efectuada através do
sistema automatico PHOENIX (Phoenix Automated System, Becton Dickinson
Diagnostic Systems, Sparks, MD, EUA). Uma avaliagdo mais alargada da
susceptibilidade de certos isolados bacterianos a antibidticos B-lactdmicos e ndo [-
lactamicos foi posteriormente efectuada através do método de difusdo em agar,
utilizando discos contendo os antibidticos a testar e seguindo as normas do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2007). Os antibidticos testados
incluiram alguns B-lactamicos [amoxicilina (10 pg), amoxicilina/acido clavulanico (30
ng), ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg), cefepime (30 pg), aztreonamo (30 pg),
cefoxitina (30 pg), imipenemo (10 pg)], aminoglicosideos [gentamicina (10 pg),

tobramicina (10 pg), amicacina (30 pg), estreptomicina (10 pg), netilmicina (30 pg),
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canamicina (30 pg)], quinolonas [ciprofloxacina (5 pg), acido nalidixico (30 pg)],
tetraciclinas (30 pg), cloranfenicol (30 pg), sulfonamidas (300 pg) e trimetoprim (5 pg).
Os discos de antibioticos utilizados foram adquiridos junto da OXOID (Madrid,
Espanha). Todos os isolados com comportamento de sensibilidade intermédia foram

considerados como resistentes ao antibiodtico testado.

4. Deteccdo da expressdo de ESBLs

A detecgdo da expressdao de ESBLs foi efectuada através do teste do duplo sinergismo
(DDST, Double Disc Sinergy Test) (Jarlier et al, 1988), utilizando o meio de Muéller-
Hinton agar e discos de ceftazidima (30ug), cefotaxima (30ug), cefepime (30ug) e
aztreonamo (30pg) colocados a 20 mm de um disco contendo amoxicilina e acido
clavulanico (30pug) (Jarlier et al., 1988). Nos isolados em que se suspeitou da co-
produgdo de beta-lactamases do tipo AmpC, o teste foi ainda realizado em meio de

Mueller-Hinton agar contendo cloxacilina (250 mg/L) (Machado et al., 2007).

5. Deteccdo e caracterizacdo molecular de genes que codificam para ESBLs (blagsg; )

A. Extraccdo do DNA bacteriano

Nos isolados em que se detectou a producdo de ESBLs, foi efectuada a extrac¢do do
DNA bacteriano para posterior caracterizagdo molecular das enzimas. Para isso, foram
recolhidas 3-4 coloénias da cultura pura de cada isolado clinico, as quais foram colocadas
em 300 pL de agua ultrapura estéril. Apds homogeneizacao, foi efectuada uma lise
bacteriana através de um processo de fervura em banho de agua (GFL®, Burgwadel,
Alemanha) durante 15 minutos (Machado et al., 2007). No final foi efectuada uma
centrifugacao (Sigma, Osterode am Harz, Alemanha) a 14000 r.p.m. durante 5 minutos.
O sobrenadante obtido (contendo o DNA extraido) foi congelado a -20°C para os

estudos posteriores.

B. Amplificacio de 4cidos nucleicos por PCR (Polymerase Chain Reaction)

A caracterizacao molecular das ESBLs previamente detectadas nos isolados bacterianos
foi efectuada através da amplificagdo de genes que codificam para beta-lactamases (bla)
por reaccdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers e condig¢des de
amplificagdo para a deteccdo dos genes blagsgr mais frequentes: blargm, blasyy e

blactx.m (Machado et al., 2007). A detecgdo de genes blactx.m foi um processo bifasico
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que incluiu a i) detecgdo de uma sequéncia conservada dos genes blacrx.m €, no caso do
resultado ser positivo, ii) a posterior amplificagdo de outras regides do gene blacrx.m
que permitem a determinacdo do grupo e/ou tipo a que pertence essa enzima (Machado
et al., 2007). Nesta segunda fase foi utilizado um novo conjunto de primers para
amplificacao de regides genéticas especificas que caracterizam cada grupo CTX-M e/ou
para efectuar reac¢des de sequenciagdo de alguns tipos especificos de enzimas CTX-M
incluidas em cada grupo (Machado et al., 2007). A pesquisa da presenca de genes
blaoxa.1 € QepA, recentemente associados ao ambiente genético de certas ESBLs
(Machado et al., 2007; Cattoir et al., 2008), foi também efectuada por PCR. As
condigdes reaccionais ¢ de amplificagdo, assim como a sequéncia nucleotidica dos
primers utilizados, encontram-se indicados na Tabela 2. As reacgdes de PCR foram
efectuadas nos termocicladores My Cicler'™ (Biorad, Hércules, EUA) e ICycler™

(Hércules, EUA).

C. Electroforese

Ap6s as reacgoes de amplificagdo, os produtos de PCR foram analisados através de uma
electroforese em gel de agarose a 2%, usando as seguintes condi¢des: 90V, 45 minutos,
TAE Buffer 1X. O SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen, Paisly, United Kingdom),
a uma concentragdo de 0,1 pL/mL, foi utilizado como composto intercalador de 4cidos
nucleicos, o que permitiu a visualizagdo dos produtos amplificados sob luz UV
(transiluminador e sistema de aquisi¢do de imagem Molecular Imager ChemiDoc™®®,
Mildo, Italia). O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado por comparagao

com o Marcador de Peso Molecular Hyperladder IV (Bioline, Uppsala, UK) (Anexo 1).

D. Purificacdo dos produtos amplificados

Os produtos de PCR foram purificados recorrendo ao sistema de purificacdo Wizard®™
SV Gel and PCR Clean-UP System (PROMEGA Corporaration, Madison, USA),

seguindo as instru¢des do fabricante.

E. Sequenciacio

Os produtos de PCR purificados foram enviados para a empresa STAB VIDA (Oeiras,
Portugal) para sequenciagdo. As reac¢des de sequenciagdo foram efectuadas em
sequenciador automatico ABI 3700 (Applied Biosytems, Perkin-Elmer, Foster City,

CA). As sequéncias nucleotidicas obtidas foram comparadas com aquelas depositadas
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em bancos de dados genéticos mundiais, nomeadamente no GenBank e EMBL, através
da ferramenta “BLASTN alignment” que busca sequéncias iguais ou semelhantes nesses
locais. Uma vez que existem muta¢des que podem conferir variablidade dentro de um
mesmo tipo de ESBL, procedeu-se ainda a tradugdo das sequéncias nucleotidicas em
sequéncias de aminodcidos, as quais foram depois comparadas com as de TEM-1,
TEM-2 ¢ SHV-1 usando a ferramenta CLUSTALW2, de forma a verificar os locais de
mutacdo e identificar qual o tipo de ESBL em questdo. Esta identificacdo foi feita
através do site http://www.lahey.org/studies, onde podem ser encontrados os locais de

mutagdo para cada tipo de ESBL.
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Primer

Sequéncia ( 5°-3’) Tamanho (bp) Gene (s)" Condicoes de PCR [MgClL, | Referéncias
CTX-M-F' TTT GCG ATG TGC AGT ACC AGT AA 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 1.7 .
CTX-M-R' CGA TAT CGT TGG TGG TGC CAT A 590 CTXM min a 51°C ¢ 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C : Edsistein etal, 2003
CTX-M-F3 GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC 499 CTX-M 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 1,7 Pitout et al.. 2004
CTX-M-R2 AGC CGC CGA CGCTAATAC A Grupo I min a 55°C e 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C ’
TOHOI1-2F GCG ACCTGG TTA ACT ACA ATCC 351 CTX-M 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 1,7 Pitout et al.. 2004
TOHOI1-1R CGG TAG TAT TGC CCT TAA GCC Grupo II min a 55°C e 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C ’
CTXMS/25-F CGC TTT GCC ATG TGC AGC ACC 307 CTX-M 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 1,7 Pitout et al.. 2004
CTXMS8/25-R GCT CAG TAC GAT CGA GCC Grupo I1'1 min a 55°C e 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C ’
CTXMY/14-F GCT GGA GAA AAG CAG CGG AG 474 CTX-M 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 1,7 Pitout et al.. 2004
CTXM9/14-R GTA AGC TGA CGC AACGTC TG Grupo IV min a 62°C e 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C ’
CTX-M-10deg-F ATG GTT AAA AAA TCA CTG CGY C 376 CTX-M Grupo [ 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 2,5 Machado et al., 2006
CTX-M-10deg-R TTA CAA ACC GTY GGT GAC G (sequenciagéo) min a 55,5°C ¢ 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C
CTX-M-9-D GTG ACA AAG AGA GTG CAA CGG CTX-M Grupo IV 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 1.7
856 e . o . 0 . . o ) Coque et al., 2002
CTX-M-9-F ATG ATT CTC GCC GCT GAA GCC (sequenciagéo) min a 62°C e 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C
TEM-F ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 1.7
> > 5 h. .
TEM-R CTG ACA GTT ACC AAT GCT TA 867 TEM min a 58°C e 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C Machado etal,2007
SHV-F GGG TTA TTC TTA TTT GTC GC 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 2
. . > . R > heed L,
SHV-R TTA GCG TTG CCA GTG CTC 930 SHY min a 56°C e 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C Rasheed etal, 1997
OXA-Group III-F TTT TCT GTT GTT TGG GTT TT 427 OXA 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 1,2 Bert et al.. 2002
OXA-Group III-R  TTT CTT GGC TTT TAT GCT TG min a 54°C e 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C ’
qepA-F CGT GTT GCT GGA GTT CTITC 403 oA 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 1,7 Cattoir et al.. 2008
qepA-R CTG CAG GTA CTG CGT CAT G P min a 57°C e 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min a 72°C §

*Grupo I inclui CTX-M-1, -3, -10, -11, -12, -15 (UOE-1), -22, -23, -28, -29 ¢ -30; Grupo II inclui CTX-M-2, -4, -5, -6, -7, -20 € Toho-1; Grupo III inclui CTX-M-8 ¢ CTX-M-25; Grupo IV inclui
CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -18, -19, -21, -27 e Toho-2.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Ocorréncia e Diversidade de ESBLs

A expressio de ESBLs foi observada em 5% (81/1486) dos isolados clinicos
analisados, os quais foram identificados como Escherichia coli (n=48), Klebsiella
pneumoniae (n=10), Enterobacter cloacae (n=14), Klebsiella oxytoca (n=4), Morganella
morganii (n=2), Enterobacter asburiae (n=1), Proteus mirabilis (n=1) e Serratia

marcescens (n=1).

As ESBLs detectadas incluiram representantes de enzimas do tipo TEM (18/81,
22%), SHV (18/81, 22%) e CTX-M (38/81, 47%), correspondendo a oito tipos de ESBLs
distintos: TEM (-10, -52, -116), SHV (-12, -64) e CTX-M (-14, -15, -32). O tipo SHV-64
nunca foi antes descrito em Portugal, constituindo este estudo a primeira descri¢ao desta
enzima no nosso Pais em Enterobacteriaceae de origem hospitalar. Em 11 isolados (4 E.
coli, 3 E. cloacae, 2 K. oxytoca, 1 K. pneumoniae, 1 E. asburiae) nido foram detectados
genes blagspr do tipo TEM, SHV ou CTX-M. Nestes casos, outros tipos de ESBLs poderdo
estar presentes, embora nao possa ser totalmente excluida a possibilidade de um resultado
falso positivo no teste do duplo sinergismo (CLSI, 2007). A distribuicdo dos diferentes
tipos de ESBLs identificados pelas diferentes espécies de Enterobacteriaceae encontra-se
na Tabela 3.
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Tabela 3 — Distribuicio dos tipos de ESBLs pelas espécies de Enterobacteriaceae incluidas no estudo.

Caracterizagdo de genes que codificam para ESBLs em Enterobacteriaceae de origem hospitalar

Tipo de ESBL" Espécie Data de isolamento Servico Amostra clinica
(n°. isolados) (més/ano)
TEM (n=14)
TEM-10 K. pneumoniae (3) 05/06-05/07 Ortopedia, UCIP, Desconhecido Expectoracdo (n=2), Urina (n=1)
K. oxytoca (1) 11/06 Desconhecido Expectoracdo
S. marcescens (1) 12/06 Pediatria Aspirado bronquico
TEM-52 E. coli (2) 08/06-11/06 Medicina, Pediatria Urina
TEM-116 E. coli (2) 01/07-06/07 Medicina, Pediatria Expectoragdo, Urina
E. cloacae (2) 09/06-03/07 Ginecologia, Medicina Expectoragdo, Urina
P. mirabilis (1) 09/06 Pediatria Urina
M. morganii (2) 11/06 Desconhecido, Medicina Expectoracdo
SHV (n=17)
SHV-12 E. cloacae (8) 05/06-01/07 Medicina (n=4), Fisioterapia (n=2), Pediatria (n=1), Urina (n=4), Expectorac¢do (n=3), Pus (n=1)
Desconhecido (n=1)
K. pneumoniae (5) 08/06-04/07 Medicina (n=2), Desconhecido (n=2), Pediatria (n=1) Expectoracdo (n=1), Pus (n=1), Aspirado bronquico (n=1), Urina (n=2)
E. coli (2) 08/06-01/07 Fisioterapia Urina
K. oxytoca (1) 05/07 Medicina Urina
SHV-64 K. pneumoniae (1) 02/07 Medicina Expectoracdo
CTX-M (n=35)
CTX-M-15 E. coli (32) 06/06-05/07 Medicina (n=15), Urologia (n=2), Pneumologia (n=2), Urina (n=23), Expectora¢do (n=6), Sangue (n=2), Desconhecido (n=1)
Outros (n=13)
CTX-M-14 E. coli (2) 07/06-01/07 Medicina Urina
CTX-M-32 E. coli (1) 08/06 Neonatologia Urina
Miultiplas ESBLs (n=4)
CTX-M-15+TEM-116  E.coli (2) 09/06-02/07 Cirurgia (n=1), Desconhecido (n=1) Urina
CTX-M-15 + TEM-10 E. coli (1) 01/07 Fisioterapia Urina
TEM-116 + SHV-12 E. cloacae (1) 01/07 Neurocirurgia Pus

(*) Em 11 isolados DDST (+) ndo foram detectados genes blagsg; do tipo TEM, SHV ou CTX-M.

UCIP: Unidade de Cuidados Intensivos Pediatricos.
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Comparando estes resultados com os obtidos num estudo publicado em 2007 por
Machado et al., observou-se um aumento da ocorréncia de ESBLs do grupo CTX-M, o
que ja seria de esperar, uma vez que nos ultimos quinze anos se tem assistido a uma
rapida expansdo mundial deste tipo de enzimas (Canton et al., 2006). Diferentes
espécies de Enterobacteriaceae produtoras de CTX-M tém sido reportadas em quase
todos os paises e, em alguns casos, as enzimas do tipo CTX-M superam, em nimero, as
classicas ESBLs do tipo TEM e SHV (Rossolini et al., 2008). Sdo varias as razdes que
tém sido apontadas para este aumento, designadamente o uso prévio de cefalosporinas
de espectro alargado (Oteo et al., 2006) e, mais recentemente, de fluoroquinolonas,
descobertas em 1958 e usadas na pratica clinica desde 1962 (Sousa, 2006). O uso de
antibioticos de outras familias podera também seleccionar elementos genéticos que
contém multiplos genes de resisténcia a antibidticos, garantindo uma co-selec¢ao de
ESBLs em bactérias multiresistentes (Livermore, 2003; Canton et al., 2008). A
associa¢do de genes blagsg. a mecanismos de resisténcia emergentes tem sido descrita,
particularmente com enzimas CTX-M. Estes incluem metilases do 16S rRNA
(codificadas por genes armA e rtmB, descritos em Enterobacteriaceae produtoras de
CTX-M-3), diferentes proteinas Qnr (qnrA associado a CTX-M-1, -15 ¢ -9; gqnrB a
CTX-M-15; gnrS a CTX-M-9) e acetiltransferases de fluoroquinolonas e
aminoglicosideos [aac(6')-1b-cr, quase sempre descrito em bactérias produtoras de
CTX-M-15] (Poirel et al., 2006; Bogaerts et al., 2007; Lavilla et al., 2008; Machado et
al., 2006; Pitout et al., 2008; Sabtcheva et al., 2008; Cano et al., 2009; Cattoir et al.,
2009; Crémet et al., 2009).

O tipo de ESBL mais comummente identificado foi CTX-M-15 (35/81, 43%),
tendo sido encontrado exclusivamente em E. coli. Pensa-se que a sua expansdo neste
hospital podera estar relacionada com uma disseminagdo clonal, visto que o mesmo ¢
observado nos restantes paises da Europa, incluindo outros hospitais Portugueses
anteriormente analisados (Boyd et al., 2004; Machado et al., 2006; Mendonga et al.,
2006; Canton et al., 2008). A segunda ESBL mais comum foi SHV-12 (17/81, 21%), a
qual foi encontrada em varias espécies, nomeadamente E. coli, K. pneumoniae, K.
oxytoca e E. cloacae. Neste caso, a disseminagdo da enzima podera estar relacionada
com uma dissemina¢ao plasmidica, uma vez que foi detectada em diferentes espécies de
Enterobacteriaceae. De facto, a dispersdo do gene blasyy.;» tem sido associada a

plasmideos que contém genes que codificam para mecanismos de resisténcia as
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fluoroquinolonas (qnrA, gnrB e gnrS) (Cattoir et al., 2007; Lavilla et al., 2008), o que
podera também contribuir para a sua disseminacdo (Canton et al., 2008). Ambos os
tipos de ESBLs foram frequentemente identificados em isolados obtidos do Servico de
Medicina do Hospital, embora também tenham sido detectados noutros servigos

hospitalares (Tabela 3).

A maioria dos isolados bacterianos produtores de ESBLs produziu mais do que
uma beta-lactamase: blagsgy € blaogxa.1, blarem.1, blasuv.11 ou blasyy.;. Verificou-se
ainda a existéncia de isolados produtores de multiplas ESBLs: CTX-M-15 ¢ TEM-116
(n=2); CTX-M-15 ¢ TEM-10 (n=1); TEM-116 e SHV-12 (n=1).

Num estudo realizado anteriormente por Machado et al. (2007) entre 2002 e 2004, onde
também se incluiu o hospital em andlise, observou-se uma elevada ocorréncia de ESBLs
do tipo TEM (46%) em detrimento de CTX-M (22%). Apesar do presente estudo ter
sido apenas desenvolvido com dados provenientes de um tUnico hospital, localizado no
Interior-Centro do Pais, tendo em conta que os resultados obtidos sdo demonstrativos do
que ocorre no resto da Europa, poder-se-a supor que, se o estudo de Machado et al.
(2007) fosse de novo efectuado, os resultados seriam idénticos aos obtidos na presente

investiga¢do (aumento do numero de ESBLs do tipo CTX-M com decréscimo de TEM).

Quando se comparam os resultados de Machado et al. (2007) para o hospital em
questdo, com os dados obtidos actualmente, observa-se um aumento da diversidade de
tipos de ESBLs, ocorrendo o aparecimento de novos tipos, nomeadamente ESBLs do
tipo SHV e CTX-M, antes inexistentes no hospital avaliado. E de realgar, contudo, que
eram poucos os isolados produtores de ESBLs nesse hospital durante o periodo entre
2002 e 2004 (apenas cinco isolados, maioritariamente E. aerogenes produtores de TEM-
24).
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2. Enterobacteriaceae produtoras de CTX-M

Todos os isolados produtores de ESBLs do tipo CTX-M-15 continham também
b|a()XA_1 € bIaTEM_1 (HZZO), bIaOXA_1 € bIaTEM_116/_10 (n=2), apenas b|a()XA_1 (HZS) ou
apenas blatem.1/.116 (n=8). A associa¢do de CTX-M-15 com TEM-116 ¢ observada pela

primeira vez neste estudo, nunca tendo sido antes descrita.

Os isolados clinicos produtores de CTX-M-14 continham também blargy.;. Este tipo

de associagao foi ja anteriormente descrito (Machado et al., 2007; Marcadé et al., 2009).

CTX-M-32 foi o unico isolado em que nao se observou a associacdo de outros tipos de
beta-lactamases, o que também esta de acordo com publicag¢des anteriores (Oteo et al.,

2006; Novais et al., 2007).

3. Distribuiciio de ESBLs pelas diferentes espécies de Enterobacteriaceae

Neste estudo, E. coli foi a espécie mais frequentemente identificada como
produtora de ESBLs (54%, 44/81) (Grafico 1 e Tabela 3). O mesmo vem ocorrendo no
resto do mundo, tal como foi retratado no Capitulo 1.4 (Coque et al., 2008). K.
pneumoniae produtoras de ESBLs foram raramente detectadas (11%, 9/81). Contudo,
ocorréncia de E. cloacae produtores de ESBLs (14%, 11/81) é muito preocupante pois,
na maior parte das vezes, esta bactéria para além de expressar o gene blagsg, também
expressa beta-lactamases do tipo AmpC indutiveis e/ou adquiridas, o que dificulta a
deteccdo da producdao de ESBLs e o controlo da sua disseminacdo (Paterson et al.,

2006; Hanson et al., 2008; Jacoby et al., 2009).
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@ K. pneumoniae O Outras espécies*

Grifico 1 — Ocorréncia de diferentes espécies de Enterobacteriaceae produtoras de

ESBLs. (*) Outras espécies: 1 P. mirabilis e 2 M. morganii produtores de TEM-116; 1 S. marcescens e

1 K. oxytoca produtores de TEM-10; 1 K. oxytoca, produtora de SHV-12; 11 isolados (4 E. coli, 3 E.
cloacae, 2 K. oxytoca, 1 K. pneumoniae, 1 E. asburiae), com resultado positivo no teste do duplo

sinergismo e auséncia de genes blaggsg; do tipo TEM, SHV ou CTX-M.

O Grafico 2 reflecte um pouco o aumento significativo da espécie E. coli como
produtora de ESBLs que tem ocorrido nos tltimos anos em hospitais Portugueses, em
detrimento de K. pneumoniae (Machado et al., 2007; E. Machado, comunicagdo
pessoal). A ocorréncia de E. cloacae como espécie produtora de ESBLs tem sofrido
também um ligeiro incremento nos ultimos anos (Machado et al., 2007; E. Machado,
comunicagdo pessoal). Verificou-se, contudo, uma auséncia total de E. aerogenes
produtores de ESBLs, anteriormente muito frequentes no hospital em estudo (Machado
et al., 2007). A emergéncia de espécies produtoras de ESBLs mais adaptadas ao
ambiente hospitalar poderao justificar estas alteragdes (Hopkins et al., 2006; Lavollay et
al., 2006; Canton et al., 2008).
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Griafico 2 — Ocorréncia de diferentes espécies de Enterobacteriaceae produtoras de
ESBLs no estudo efectuado no periodo 2002-2004 (Machado et al., 2007) e no presente

trabalho. (*) Outras espécies: 1 P. mirabilis e 2 M. morganii produtores de TEM-116; 1 S. marcescens e

1 K. oxytoca produtores de TEM-10; 1 K. oxytoca, produtor de SHV-12; 11 isolados (4 E. coli, 3 E.
cloacae, 2 K. oxytoca, 1 K. pneumoniae, 1 E. asburiae), com resultado positivo no teste do duplo

sinergismo e auséncia de genes blagsp; do tipo TEM, SHV ou CTX-M.

As ESBLs do tipo TEM foram observadas em todas as espécies de
Enterobacteriaceae analisadas, enquanto ESBLs do tipo CTX-M apenas foram
detectadas em E. coli (n=38). ESBLs do tipo SHV foram também identificadas em
diversas espécies: E. coli (n=2), K. pneumoniae (n=6), K. oxytoca (n=1) e E. cloacae
(n=9). O facto de ESBLs do tipo CTX-M apenas terem sido detectadas em E. coli ndo é
corroborado por outros estudos, que descrevem a sua presenga quer em E. coli, quer em
K. pneumoniae (Machado et al., 2006; Rossolini et al., 2008). Contudo, investiga¢des
recentes, maioritariamente em isolados bacterianos Europeus, identificaram situacdes de
clones epidémicos de E. coli produtores de CTX-M associados a plasmideos contendo o

gene blacxr.m (Cantén et al., 2006), o que podera justificar os resultados obtidos.
De acordo com os resultados observados para o hospital analisado, além de um aumento

na ocorréncia e variedade de ESBLs, verificou-se também um aumento na diversidade

de espécies produtoras de ESBLs durante o periodo de tempo estudado.
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4. Distribuicdo de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs pelas diferentes

amostras clinicas

As Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs foram maioritariamente isoladas de
amostras de urina (54%, 44/81), embora também tenham sido encontradas em
amostras de expectoragdo (22%, 18/81), aspirados bronquicos (3%, 2/81), pus (4%,
3/81) e sangue (3%, 2/81) (Gréafico 3 e Tabela 3). As bactérias responsaveis por
infecgdes urindrias tém frequentemente origem no intestino, significando que ja estdo a
colonizar o mesmo (Vieira et al., 2007). Assim sendo, a dissemina¢do de ESBLs podera
ndo estar a ocorrer exclusivamente pela sua aquisicdo a nivel hospitalar. A sua
disseminagdo ja estard, muito provavelmente, a ocorrer na comunidade e muitos dos
tipos de ESBLs detectados no hospital terdo origem na comunidade (por exemplo,
através de colonizagdo intestinal), tal como ja foi descrito por outros autores (Machado

et al., 2004; Rodriguez-Bafo et al., 2008; Rossolini et al., 2008; Valverde et al., 2008).
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Grifico 3 — Distribuicio de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs pelas diferentes

amostras clinicas.
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5. Resisténcia a antibioticos B-lactamicos em Enterobacteriaceae produtoras de
ESBLs

Os isolados produtores de ESBLs do tipo TEM, SHV e CTX-M foram
maioritariamente nfo susceptiveis (resistentes ou com susceptibilidade intermédia)
a cefalosporinas de largo espectro, nomeadamente, cefotaxima (93% versus 94%
versus 100%, respectivamente) e ceftazidima (79% versus 94% versus 89%), a
monobactamos, como ¢ o caso do aztreonamo (86% versus 100% versus 97%), ¢ a
associagdes de amoxicilina com o inibidor de beta-lactamases acido clavulanico (71%

versus 88% versus 80%), como pode ser observado no Grafico 4.

Resisténcia (%)

B TEM

O SHV

Antibioticos -lactimicos &0*50 B CTX-M

Grafico 4 — Resisténcia aos antibidticos 3-lactimicos.

Neste estudo constatou-se que as ESBLs do tipo CTX-M hidrolisaram frequentemente a
cefotaxima e a ceftazidima. Actualmente, existem ja diversas enzimas do tipo CTX-M que
hidrolisam eficazmente a ceftazidima, como é o caso de CTX-M-15 e de CTX-M-32
descritas neste trabalho (consultar Capitulo 1.3) (Oteo et al., 2006). A elevada percentagem
de isolados ndo susceptiveis a associacdo amoxicilina/acido clavulanico poderd ser
justificada pelo co-producdo de varios tipos de beta-lactamases na maioria dos isolados
produtores de ESBLs e/ou pela co-producdo de ESBLs em espécies naturalmente
produtoras de beta-lactamases do tipo AmpC, ndo inibidas pelo &acido clavulanico

(Bradford, 2001; Philippon et al., 2002).
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As taxas de resisténcia para a cefoxitina e cefepime variaram muito entre
Enterobacteriaceae produzindo diferentes tipos de ESBLs. Em relacdo a cefoxitina, a
resisténcia foi de 43% para as ESBLs do tipo TEM enquanto que, para SHV e CTX-M
foi de 76% e 11%, respectivamente. Estes valores de resisténcia poderdo ser
fundamentados por alteragdes nos canais de porina (Jacoby et al., 1996) ou até mesmo
pela co-producdo de AmpCs cromossomicas (Enterobacter spp.) e/ou AmpCs
plasmidicas (E. coli, K. pneumoniae) (Susi¢, 2004). Para o antibidtico cefepime
observaram-se taxas de resisténcia de 36% para ESBLs do tipo TEM, 24% para ESBLs
do tipo SHV e 91% para ESBLs do tipo CTX-M.

O imipenemo foi o unico B-lactimico para o qual a taxa de resisténcia foi nula em
todas as Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs detectadas neste estudo. Este
resultado pode ser fruto do uso mais restrito deste antibiotico. Os carbapenemos apenas
devem ser administrados em situacOes de infeccdes moderadas a severas, a nivel
hospitalar, e nunca como antibidtico de primeira escolha (Sousa, 2006; Zhanel et al.,
2007). Apesar de ja existirem relatos de resisténcia aos carbapenemos em
Enterobacteriaceae (Sousa, 2006; Nordmann et al., 2002), o mesmo ndo se constatou
neste estudo, nem no estudo realizado no periodo 2002-2004 (Machado et al., 2007).
Pode-se assim supor que ainda ndo ocorreu a emergéncia e dissemina¢do de

Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases no hospital em questao.

6. Co-resisténcia a antibioticos nio B-lactamicos

Os isolados produtores de ESBLs do tipo TEM, SHV e CTX-M foram
frequentemente nao susceptiveis (resistentes ou com susceptibilidade intermédia) a
tetraciclinas (79% versus 71% versus 97%), sulfonamidas (64%, 88%, 43%,
respectivamente) ¢ aminoglicosideos, nomeadamente, canamicina (93%, 88%, 80%),
tobramicina (71%, 82%, 83%), gentamicina (86%, 71%, 77%), e estreptomicina (64%,

41%, 69%), tal como pode ser observado no Gréafico 5.
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Grifico 5 — Co-resisténcia aos antibidticos ndo B-lactimicos em Enterobacteriaceae

produtoras de ESBLs.

A elevada resisténcia a aminoglicosideos e sulfonamidas podera ser um indicador de
uma acumulacdo de plataformas genéticas que habitualmente albergam genes que
codificam para mecanismos de resisténcia a esses antibidticos, como ¢ o caso dos
integroes (Livermore, 2003; Coque et al., 2008). Livermore (2003) e Hall (1997)
associam a ocorréncia de integrdes, contidos em plasmideos e/ou transposdes, com a
disseminacao de cassetes de genes que conferem resisténcia a sulfonamidas (sull) e
estreptomicina (aadA) (Hall, 1997), e estudos mais recentes t€ém vindo a confirmar este
facto e a descrever a presencga de outras cassetes de genes de resisténcia em integroes

[blagspr, blasmpe, dfrA, catB, aac-(6)-Ib-cr, entre outros] (Machado et al., 2005; Mazel,
2006; Novais et al., 2006).

Em isolados de produtores de CTX-M observou-se frequentemente resisténcia a
netilmicina (63%) e a ciprofloxacina (89%). O comportamento de resisténcia a
ciprofloxacina poderd ser atribuido a um aumento de mecanismos de resisténcia
mediados por plasmideos, incluindo proteinas Qnr (codificadas por genes qnrA, gnrB,
gnrS ou gnrC) (Wang et al., 2009), acetilases [aac(6’)-Ib-cr] (Robicsek et al., 2006) ¢
sistemas de efluxo que bombeiam o antibidtico para fora da bactéria (0gxAB, gepA)
(Strahilevitz et al., 2009). Estudos moleculares mais aprofundados deverdo ser
desenvolvidos futuramente nestes isolados, de forma a identificar quais os genes

envolvidos no mecanismo de resisténcia as quinolonas.
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As taxas de resisténcia para a ciprofloxacina variaram muito entre
Enterobacteriaceae produtoras de diferentes tipos de ESBLs. Em ESBLs do tipo
TEM a resisténcia foi de 14%, enquanto que para SHV e CTX-M foi de 59% e 89%,
respectivamente. O mesmo se notou para o cloranfenicol, com taxas de resisténcia de
29% para ESBLs do tipo TEM, 53% para ESBLs do tipo SHV e 17% para ESBLs do
tipo CTX-M.

A taxa de resisténcia ao antibiotico amicacina foi a mais baixa (47%), quando
comparada com as de outros antibidticos do grupo dos aminoglicosideos,
provavelmente devido a sua utilizagdo como antibidtico de reserva (dado o seu amplo
espectro de actividade) e ao seu uso exclusivo a nivel hospitalar (Sousa, 2006;
Prontuario Terapéutico, 2010). Contudo, este valor representa por si s6 uma resisténcia
elevada. Apesar disso, na terapéutica empirica ainda podera ser visto como uma mais

valia, pois o0 seu uso ndo tem conduzido a um aumento significativo da resisténcia.

7. Ocorréncia do gene (epA em Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs

O gene gepA tem sido recentemente associado a Enterobacteriaceae produtoras de
ESBLs do tipo CTX-M (Cattoir et al., 2008; Baudry et al., 2009; Ma et al., 2009),
sendo um dos mecanismos apontados para a diminuicdo da susceptibilidade as
fluoroquinolonas hidrofilicas em diversos isolados (sobretudo E. coli ¢ E. cloacae)
(Cattoir et al., 2008; Baudry et al., 2009; Ma et al., 2009). A elevada taxa de resisténcia
a ciprofloxacina observada entre as Enterobacteriaceae produtoras ESBLs incluidas
neste estudo, assim como a escassez de trabalhos de pesquisa de gepA em colecgdes de
isolados produtores de ESBLs (Cattoir et al., 2008; Crémet et al., 2009; Ma et al.,
2009), conduziu a investigacdo da ocorréncia deste gene no presente trabalho. Contudo,
nao foi detectado o gene QepA entre os isolados produtores de ESBLs analisados.
Outros genes, no entanto, poderdo estar envolvidos, como € o caso do gene aac-(6’)-1b-
cr, muito associado a isolados produtores de ESBLs do tipo CTX-M-15 (Canton et al.,
2006; Machado et al., 2006; Machado et al., 2007).
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V. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que no hospital analisado ocorreu
um aumento na ocorréncia e diversidade de ESBLs, assim como das espécies produtoras
destas enzimas, sendo especialmente prevalentes as Enterobacteriaceae produtoras de
CTX-M-15 e de SHV-12. Estes dados contrastam com estudos anteriores (2002-2004),
em que ¢ relatada uma baixa ocorréncia de ESBLs neste hospital, correspondendo
apenas a Enterobacter sp. produtores de TEM (maioritariamente TEM-24) (Machado et
al., 2007). A presente informacao epidemioldgica confirma uma alteragdo na

distribui¢do de ESBLs no sentido do aumento de CTX-Ms em hospitais Portugueses, ja

antecipada em trabalhos anteriores e verificada em outras regides geograficas.

A disseminacdo de clones epidémicos e de plasmideos que albergam ESBLs e genes de
resisténcia a outros antibidticos poderdo estar a contribuir para este cenario
epidemioldgico. No futuro serdo necessarios estudos moleculares aprofundados para
recolher dados epidemioldgicos mais detalhados, investigar uma possivel evolucdo de
genes especificos dentro de um determinado clone ou a disseminagdo de elementos
genéticos entre estirpes bacterianas deste hospital, e delinear politicas de intervengao

que previnam a sua disseminagao.
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ANEXO 1

Marcador de Peso Molecular
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HyperLadder IV (extraido de Bioline™)

HyperLadder IV

SIZE (bp) | ng/BAND

—1000 | 100
—— 800 | 90
— 800 80
700 | 70

—— 600 | 60
— 500 50

— 400 40

— 300 30

b— 200 20

— 100 40

2% agarosa gel

* Higher intensity band: 1000bp

* Supplied in a ready-to-use format

* Each lane (Spl) provides
580ng of DNA

88



Caracterizagao de genes que codificam para ESBLs em Enterobacteriaceae de origem hospitalar

ANEXO 2
POSTER apresentado no 19" European Congress of Clinical Microbiology and

Infectious Diseases (ECCMID 2009), Helsinquia, Finlandia, 16-19 Maio 2009

Responsavel pela apresentaciao:

Teresa Maria Pinto Gongalves

Publicagdo do Resumo no Clinical Microbiology and Infection 2009, 15 (Suppl. 4): S1-725, pp. S254.

&9



