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RESUMO

A infeccdo do trato urinario (ITU) € a infeccdo bacteriana mais comum em
humanos. O principal patégeno bacteriano isolado de ITUs é Escherichia coli
uropatogénica (UPEC). B-lactdmicos como penicilinas semissintéticas (ampicilina e
amoxacilina), monobactans e cefalosporinas séo antibiéticos frequentemente
utilizados no tratamento de ITUs. No entanto, a emergéncia de B-lactamases de
espectro estendido (ESBL) tem limitado o uso de B-lactamicos. ESBL sdo enzimas
bacterianas capazes de hidrolisar penicilinas, monobactans e cefalosporinas até a 32
geracgao. A presenca dessas enzimas em cepas de UPEC resulta em frequente falha
terapéutica associada ao uso empirico de -lactamicos. O objetivo desse trabalho foi
determinar o perfil genético associado a ESBL em cepas de E. coli isoladas de ITUs
atendidas no Hospital Regional de Ceilandia. As cepas com identificacdo presumivel
para a producdo de ESBL foram semeadas em meio cromogénico para a confirmagao
da producéo de ESBL. Foram testados 4 genes de ESBL (blactx-m-1, blactx-m-3, blatem
e blasvn) por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Também foi realizado
teste de susceptibilidade a antimicrobianos. O meio cromogénico para a deteccéo de
ESBL apresentou resultados falso-negativos. Comumente as cepas de UPEC
apresentaram combinacdes de genes ESBL, sendo o genotipo blactx-m-1* / blactx-m-3*
a combinacdo mais frequente (68,9%). As cepas de UPEC produtoras de ESBL
apresentaram alta frequéncia de resisténcia a outras classes de antibioticos também
utilizados para tratar ITU como fluoroquinolonas (ciprofloxacino — 84,3%- e
norfloxacino — 84,3 %).

Palavras-chave: Escherichia coli uropatogénica, beta lactamases de espectro

estendido, genotipagem



ABSTRACT

Urinary tract infection (UTI) is the most common bacterial infection in humans.
The main bacterial pathogen isolated from UTIs is uropathogenic Escherichia coli
(UPEC). B-lactams such as semysinthetic penicillin (ampicillin and amoxicillin),
monobactam and cephalosporins are frequently used antibiotics for treating UTIs.
However, the emergence of extended spectrum lactamases (ESBL) have limited the
usage of B-lactams. ESBLs are bacterial enzymes capable of hydrolyzing penicillins,
monobactams and cephalosporins up to those from the 3rd generation. The presence
of these enzymes in UPEC strains frequently result in therapeutic failure associated
with the empirical use of B-lactams. Therefore, the goal of this study aimed to define
the ESBL-associated genotypes in strains of E. coli isolated from patients with UTIs
treated in the Regional Hospital of Ceilandia. Strains with presumed production of
ESBL were grow on chromogenic medium for confirming the production of ESBL. Four
ESBL genes (blactx-m-1, blactx-m-3, blatem and blasvh) were tested by means of the
polymerase chain reaction (PCR). Moreover, antimicrobial susceptibility tests were
also performed. The chromogenic medium for the detection of ESBL presented false-
negative results. UPEC strains commonly showed combinations of ESBL genes, and
the genotype blactx-m-1* / blactx-m-3* was the most frequent gene combination detected
(68, 9%). Finally, ESBL-producing UPEC strains showed high frequency of resistance
to other classes of antibiotics also used for treating ITUs such as fluoroquinolones

(ciprofloxacin — 84,3%- and norfloxacin — 84,3%).

Keywords: Uropathogenic Escherichia coli, extended spectrum beta lactamase,

genotyping
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1. INTRODUCAO

A infeccdo do trato urinario (ITU) € a infeccdo bacteriana mais comum em
humanos, afetando qualquer faixa etaria e em ambos 0s sexos, tanto em pacientes
ambulatoriais quanto hospitalizados (O'BRIEN, 2016; STAPLETON, 2014). As ITUs
possuem maior incidéncia em mulheres do que em homens devido a fatores
anatébmicos, como proximidade entre a vagina e 0 anus e menor comprimento da
uretra, o que facilita a ascensé@o das bactérias da uretra para a bexiga (FOXMAN,
2014). A ITU também ocorre com frequéncia em criangas e em idosos (O’'BRIEN,
2016; GEERLINGS, 2016). Em criancas, a ITU pode estar associada a malformagdes
congénitas e habitos higiénicos (BHAT; KATY; PLACE, 2011). Os idosos apresentam
varios fatores de risco para o aparecimento de ITU, como baixa imunidade,
hospitalizagbes e doencas cronicas (NICOLLE, 2009; STAPLETON, 2014).

ITUs podem afetar qualquer parte do trato urinario (KUMAR, 2015). A ITU
geralmente é classificada em complicada e ndo complicada. ITU complicada envolve
alteracbes estruturais ou funcionais do trato urinario, comorbidades médicas,
hospitalizacdo ou resisténcia ao tratamento antibacteriano. Por sua vez, na ITU néo
complicada ndo ocorre alteragdes estruturais ou funcionais do trato urinario e ndo ha
comprometimento da funcdo renal (STAPLETON, 2014). Anatomicamente, a ITU pode
ser classificada em cistite, quando a inflamac&o ocorre no trato urinario inferior,
acometendo uretra e bexiga; e pielonefrite quando ocorre processo infeccioso do trato
urinario superior, ou seja, ureteres e rins. (HOOTON; STAMM, 1997;
SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015).

A Escherichia coli, € 0 agente etioldgico mais comumente isolado de ITUs,
correspondendo por cerca de 80% de todos os casos (ROSEN; KLUMPP, 2014). No
entanto, outras espécies bacterianas podem estar envolvidas com casos de ITU,
dentre as quais podemos citar Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterococcus
faecalis e Staphylococcus saprophyticus (FLORES-MIRELES et al., 2015; FOXMAN,
2014; VALIQUETTE, 2001).

E. coli é um bacilo Gram negativo, que atua como um organismo comensal

primariamente restrito no lumen intestinal. Porém, existem cepas de E. coli que
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acumulam fatores de viruléncia permitindo-as causar infeccfes intestinais e extra
intestinais. (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Cepas de E. coli que causam
infeccbes intestinais sdo classificadas em seis patotipos diferentes: E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli de
adeséo difusa (DAEC) (ABE et al., 2008; BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2012). As cepas
de E. coli extra intestinais frequentemente s&do associadas com ITUs e séo
classificadas como E. coli uropatogénica (UPEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004,
ABE et al., 2008).

O tratamento de ITUs envolve o uso de diferentes classes de antimicrobianos,
tais como sulfonamida, aminoglicosideos, B-lactamicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas
e nitrofurantoina. Na escolha do antimicrobiano considera-se o agente etiolégico
envolvido, fatores especificos do paciente, como o local anatbmico da infeccao,
gravidade da doenca, principios farmacocinéticos e farmacodindmico e custo. Além
disso, a escolha do antimicrobiano deve ser baseada em padrdes de resisténcia local
(HEILBERG; SCHOR, 2003; BADER; HAWBOLDT; BROOKS, 2010).

Os B-lactamicos sdo os antimicrobianos mais utilizados no mundo (CHO;
UEHARA; BERNHARDT, 2014). A penicilina foi o primeiro antibiético B—lactamico
descoberto. Tal substadncia é secretada pelo fungo Penicillium notatum e foi
descoberta acidentalmente em 1928 por, Alexander Fleming (ESSACK, 2001; BIONDI
et al., 2011). Desde a descoberta da penicilina diversos —lactamicos foram descritos,
uma vez que a sua atividade pode ser ampliada por manipulagdo quimica
(LIVERMORE; WOODFORD, 2006). O grupo dos B-lactamicos possui em seu nucleo
estrutural o anel B-lactamico. A ligacdo de um radical no anel B-lactamico, determina
a atividade de um composto em particular. Sendo assim, os P-lactamicos séo
divididos em quatro grupos: penicilinas, cefalosporinas, monobactans e carbapenens
(figura 1) (ESSACK, 2001; BIONDI et al., 2011).

Os B-lactamicos inibem a etapa final na sintese da parede celular bacteriana
ao inibir as proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), que sdo responsaveis pela
transpeptidacdo do peptidoglicano (CHO; UEHARA; BERNHARDT, 2014). O

peptidoglicano € um componente da parede celular de bactérias, que confere rigidez
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estrutural, contribuindo para a manutencdo de uma forma celular definida e
preservacao da integridade celular. O peptidoglicano é formado por cadeias lineares
de glicano ligadas entre si por tetrapeptidios curtos, formando ligacdes cruzadas
(transpeptidacao). As cadeias de glicano sao constituidas por carboidratos alternados
de N-acetilglicosamina e acido N-acetiimuramico em ligagao -1,4. Os tetrapeptidios
curtos, geralmente sdo constituidos de cadeias curtas de D e L-aminoé&cidos ligados
aos residuos de acido N-acetiimuramico. As reacdes de ligacdes peptidicas cruzadas
sdo catalisadas pelas PBPs, que atuam como transpeptidases para a sintese do
peptidoglicano (VOLLMER et al, 2008; FRERE; PAGE, 2014). Sendo assim, a ac¢&o
de B—lactdmicos promove a perda de integridade da parede celular e lise da célula
(CHO; UEHARA; BERNHARDT, 2014).

Rz H H
: 2N I
7// : g\ — S
O \)\ © N__~
o Y R
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Penicilina Cefalosporina
H
= /}"— N
o} ‘SO3
Carbapenem Monobactam

Figura 1. Estruturas dos diferentes grupos de antibidticos [-lactamicos.
(WORTHINGTON; MELANDER, 2013)

Ampicilina, amoxacilina, monobactam e cefalosporinas sdo os B-lactamicos
usualmente utilizados para tratar ITU causada por UPEC, devido a sua eficacia e

seguranca. Porém, em meados da década de 1980, o tratamento ficou limitado devido
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a emergéncia de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) na espécie E. coli
(I-H’_KOVA et al., 2014; LIVERMORE; WOODFORD, 2006). ESBL sao enzimas
bacterianas capazes de inativar os antibiéticos B-lactamicos por hidrolise (figura 2).
Tais enzimas tém a capacidade de hidrolisar penicilinas, monobactans e
cefalosporinas até a 32 geracdo. Grande parte de cepas de enterobactérias portando
ESBL (88%) promovem hidrolise de cefalosporinas de 42 geracdo (Cefepime) (DA
SILVA et al, 2011). Em contrapartida, enzimas do tipo ESBL n&o hidrolisam
carbapenens. (PITOUT, et al., 2005; PITOUT, 2008). O uso de inibidores de [3-
lactamases (tazobactam, sulbactam e clavulanato) em associagdo com os -
lactamicos permite que a atividade do antibi6tico seja retomada, permitindo o seu uso
clinico (WILLIAMS, 1999).

B-lactamase

—_—
7 1

o o
OH H

Figura 2. Hidrolise do anel B-lactamico por B-lactamase. (WILLIAMS, 1999).

As principais familias de enzimas produtoras de ESBL presentes em E. coli sdo
SHV, TEM e CTX-M (ZHANG et al., 2015; DHILLON; CLARK, 2011). Os genes que
codificam estas enzimas geralmente estdo em plasmideos conjugativos, como

também, podem estar posicionados no cromossomo (DHILLON; CLARK, 2011).

A SHV, ou Sulfidril Varidvel € uma enzima codificada por plasmidio,
universalmente encontrada em Klebsiella pneumoniae. A SHV-1 foi a primeira enzima
da classe a ser descoberta que confere resisténcia a penicilinas de amplo espectro,
tais como ampicilina, ticarcilina e piperacilina. Em 1983, foi isolado a SHV-2, derivado
de uma mutacao no SHV-1, que hidrolisava eficientemente a cefotaxima (32 geragao)
e, em menor grau, a ceftazidima (32 geragéo) (PATERSON; BONOMO, 2005; GUPTA,
2007).
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TEM foi relatado pela primeira vez em 1965 de uma E. coli de um paciente em
Atenas, Grécia, chamado Temoniera (dai a nomeacdo TEM). TEM-1 é capaz de
hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de primeira geragdo. A primeira variante TEM
com atividade aumentada contra cefalosporinas de espectro alargado foi denominada
TEM-3 (PATERSON; BONOMO, 2005; GUPTA, 2007).

Em 1990, na Alemanha, foi identificada uma enzima que ndo pertencia as
familias TEM ou SHV, denominada de CTX-M-1. As enzimas CTX-M (em aluséo a
cefotaxima) apresentam uma potente atividade hidrolitica contra cefotaxima. Além
disso, sdo melhores inibidas pelo inibidor de B-lactamase tazobactam do que pelo
sulbactam e clavulanato. Sua origem esta relacionada a mutagdo de B-lactamase
cromossOmica de Kluyvera spp. CTX-M tornou-se a mais prevalente das ESBL, tanto
em ambiente nosocomial tanto na comunidade. Sua disseminacéo tem sido associada
a diferentes alelos, principalmente o CTX-M-15, o que tem contribuido para o atual
cenario de pandemia desta familia de B-lactamase (PATERSON; BONOMO, 2005;
POURNARAS, et al., 2006; GUPTA, 2007; LINCOPAN, 2012).

Em 1995, Bush et al., propds a classificagdo de B-lactamases baseada nas
caracteristicas funcionais das enzimas. As enzimas foram classificadas com base na
sua capacidade de hidrolisar classes especificas de p-lactamicos e nas propriedades
de inativagdo dos inibidores de B-lactamases. As ESBL pertencem ao grupo 2,
subclasse “b”, capazes de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas (BUSH et al.,1995;
BUSH; JACOBY, 2010).

O uso excessivo de antibioticos em ambiente hospitalar tem ocasionado a
selecdo e emergéncia de cepas de UPEC multirresistentes. Cepas de UPEC
produtoras de ESBL sédo um problema clinico importante, pois provocam falhas no
tratamento e limitam as opc¢des de terapia medicamentosa, uma vez que pode ocorrer

resisténcia associada a outras classes de antibidticos (HEKOVA et al., 2014).

Este trabalho propds estabelecer a frequéncia de genotipos associados a ESBL
e o perfil de susceptibilidade em cepas de UPEC positivas para ESBL recuperadas de

ITUs atendidas no Hospital Regional de Ceilandia (HRC).
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2. JUSTIFICATIVA

E. coli € o principal agente etiologico de infeccdo do trato urinario em humanos.
N&o obstante, o uso demasiado de antibidticos em ambiente hospitalar tem
ocasionado a selecédo e emergéncia de cepas de E. coli multirresistentes. Cepas de
UPEC produtoras de ESBL produzem infec¢des multirresistentes e de dificil manejo
com consideravel impacto clinico. O conhecimento sobre perfis genéticos associados
a ESBL pode revelar a circulacdo endémica de genes previamente associados com a

disperséo epidémica de ESBL.

3. OBJETIVOS
3.1.0BJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo é determinar a frequéncia de cepas de
Escherichia coli uropatogénica (UPEC) produtoras de [B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) em infeccbes do trato urinario atendidos no Hospital Regional de
Ceilandia (HRC).

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS
— Detectar a producdo de ESBL em meio cromogénico (chromID® ESBL).
— ldentificar o perfil de genes ESBL (CTX-M, TEM e SHV).

— Detectar o perfil de resisténcia a aminoglicosideos, fluoroquinolonas,

sulfonamidas, tetraciclinas e carbapenémicos em cepas produtoras de ESBL.
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4. METODOLOGIA
4.1.Cepas de Escherichia coli uropatogénica (UPEC)

As 85 cepas analisadas pertencem a uma colecdo de 375 isolados de UPEC
recuperados de infecgbes extra intestinais atendidas no Hospital Regional de
Ceilandia (HRC) no Distrito Federal. As culturas foram realizadas no Laboratério de
Emergéncia (Microbiologia) do HRC para fins de diagndstico por solicitacdo médica.
A identificacéo e o perfil de susceptibilidade a antibiéticos dos isolados de E. coli foram
feitos no HRC utilizando o sistema automatizado MicroScan WalkAway®. Os isolados
de E. coli recuperados no HRC foram preservados em meio de cultura (agar nutriente)
e encaminhados aos laboratérios da Faculdade de Ceilandia (FCE/UnB) para a

realizagdo da caracterizagdo molecular.

4.2.Deteccéo de cepas de E. coli multirresistentes produtoras de ESBL

Isolados de E. coli com identificacdo presumivel para producéo de ESBL (prova
de susceptibilidade Cefotaxima/Clavulanato ou Ceftazidima/Clavulanato positivas)
foram recuperados dos estoques em meio Luria Broth (LB) e incubados a 36+1°C por
24 horas. Cinco microlitros das culturas em LB foram adsorvidas na superficie de meio
cromogénico para deteccdo de ESBL (chromID ESBL BioMerieux). Apés 24h de
incubacédo a 36x1°C, as culturas que apresentaram bom crescimento com col6nias de

tom vermelho/magenta foram consideradas produtoras de ESBL.

4.3.Ensaio de PCR para deteccao de genes de ESBL (CTX-M, TEM e SVH)

A deteccéo de genes de ESBL foi realizada por meio da reacao da polimerase
em cadeia (PCR). Para extragdo do DNA, coletou-se uma colonia com o auxilio de
uma alca calibrada de 10 pL, para ressuspensao em 500 pL de agua deionizada. Em
seguida, a amostra foi homogeneizada em um agitador tipo vortex. A suspensao foi
colocada em banho-maria a 100 °C por 15 minutos e centrifugada (11.000 rpm/3 min).
O sobrenadante foi utilizado como fonte de DNA total para as reagbes de amplificacéo.
A solucéao de amplificacdo era composta por agua deionizada, tampéo de PCR (100
mM Tris-HCI, pH 8,3 a 25 ° C; KCI 500 mM; 0,01% de gelatina), desoxinucleotideos
trifosfatos 25 mM, pares de primers de interesse (concentracao final de 10 uM) e
enzima Taq DNA polimerase (1 U por reagédo). Os fragmentos amplificados foram

separados por eletrofose em gel de agarose (1% tampéao acetato pH 8,2). Em seguida
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foram corados com brometo de etidio e visualizados por transiluminacéo de luz UV.

Os primers utilizados para a deteccao de genes de ESBL (CTX-M, TEM e SVH)
estdo descritos na Tabela 1. Foi utilizado como controle positivo para ESBL a cepa
de Klebsiella pneumoniae 10C-Fiocruz CCBH 4955. Como controle negativo foi
utiizada uma cepa da prépria colecdo de isolados de UPEC apresentando
susceptibilidade a todos os B-lactamicos testados e com resultado negativo para
presuncdo de ESBL (prova de susceptibilidade Cefotaxima/Clavulanato ou

Ceftazidima/Clavulanato).

Tabela 1. Primers utilizados para deteccdo de genes de ESBL.

Gene Sequéncia dos Fragmento Temp. de

primers (5’-3’) esperado (pb) anelamento

TEM TGCCCGCATACACTATTCTCAGAAT 445 59°C
ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT
SHV CGCCTGTGTATTATCTCCCT 294 57°C
CGAGTAGTCCACCAGATCCT
CTXM-1 GACGATGTCACTGGCTGAGC 499 59°C
AGCCGCCGACGCTAATACA
CTXM-3 CGCTTTGCCATGTGCAGCACC 307 61°C
GTCCAGTACGATCGAGCC

4.4.Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Isolados de E. coli que apresentaram crescimento em meio cromogénico para
deteccdo de ESBL (chromID ESBL BioMerieux) foram recuperados dos estoques em
meio LB e incubados a 36x1°C por 24 horas. As culturas bacterianas foram repicadas
em novo meio LB e incubados a 36+1°C por 18 horas. As diluicdes de cada cultura
foram preparadas em solucéo salina fisiologica até que a turbidez das suspensoées se

ajustassem para 0,5 da escala de turbidez de McFarland. Cada cultura foi semeada
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com swab estéril em agar Mueller-Hinton (placa 150x20mm) em diferentes sentidos,
propiciando uma semeadura uniforme. Com auxilio de uma pinca estéril o suporte
contendo 15 antibiéticos de série urinéria (tabela 2) foi colocado sobre a superficie do
in6culo em placa de agar Mueller-Hinton. As amostras foram incubadas por 18 a 24
horas a 36 + 1 °C. Foi medido o diametro total da zona de inibicdo em milimetros. Os
resultados das Concentragfes Inibitérias Minimas (CIM) foram interpretados como
sensivel, intermediario ou resistente baseados nos pontos de corte do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), 2016.

Tabela 2. Antibidticos de série urinaria.

Antibidtico Cddigo/poténcia

AMINOGLICOSIDEO

Amicacina AMI 30

Gentamicina GEN 10
CARBAPENEM

Meropenem MPM 10
CEFALOSPORINA

Cefazolina CFz 10

Ceftriaxona CRO 30

Cefepime CPM 30
PENICILINA

Amoxicilina/Ac. AMC 30

Ampicilina AMP 10
FLUOROQUINOLONA

Acido nalidixico NAL 30

Ciprofloxacina CIP 05

Levofloxacina LEV 05

Norfloxacina NOR 10
SULFONAMIDA

Sulfazotrim SUT 25
TETRACICLINA

Tetraciclina TET 30
NITROFURANO

Nitrofurantoina NIT 300
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Deteccao de cepas produtoras de ESBL

Em meio a uma colecdo de 375 cepas de UPEC, 85 (22,7%) cepas
apresentaram identificacdo presumivel para producdo de ESBL (prova de
susceptibilidade Cefotaxima/Clavulanato ou Ceftazidima/Clavulanato positivas -
sistema automatizado MicroScan WalkAway®). Tais cepas, antes preservadas em
agar nutriente, foram recuperadas em caldo LB, 76 cepas (89,4%) apresentaram
crescimento bacteriano no passo de recuperacdo em LB. Estas cepas foram
semeadas em meio cromogénico para deteccédo de ESBL (chromID ESBL BioMerieux)
(figura 3). Cinquenta e seis cepas (73,7%), foram positivas para producao de ESBL e
20 cepas (19,6%) foram negativas para producdo de ESBL. Nas cepas positivas para
ESBL em meio cromogénico, foram detectados genes para ESBL em 45 cepas
(80,4%). No grupo de cepas que ndo apresentaram crescimento em meio
cromogénico para ESBL, 13 das 20 cepas (65%) apresentaram resultados positivos
para deteccdo de genes ESBL, demonstrando a sensibilidade falha do método, se
comparado ao método automatizado MicroScan WalkAway® para a deteccdo de
cepas portando os genes ESBL, aumentando a possibilidade de ocorréncia de

resultados falsos-negativo (figura 4).

Figura 3. Demonstracdo das
cepas semeadas em meio
cromogénico para deteccdo de
ESBL. O crescimento de colbnias
~ de tom vermelho/magenta indica
| crescimento de E. coli produtora
de ESBL. Amostras 16, 17 e 18
foram semeadas, porém ndo
apresentaram crescimento em

meio cromogénico, ou Sseja,

cepas nao produtoras de ESBL.
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Teste de susceptibilidade a antibiticos (MicroScan WalkAway®)
n = 85 cepas

I
Recuperagédo em caldo LB

Sem crescimento Crescimento
bacteriano bacteriano
n =9 cepas (9/85 — 10,6%) n = 76 cepas (76/85 — 89,4%)

|
[ chromiD ESBL

Negativo: Positivo:
Cepas nio produtoras de Cepas produtoras de
ESBL ESBL
n = 20 cepas (20/76 — 26,3%) n =56 cepas (56/76 — 73,7%)
| |
Ensaio de PCR para detecgédo Ensaio de PCR para detecgédo
de genes de ESBL * de genes de ESBL
(CTX-M, TEM e SVH) (CTX-M, TEM e SVH)
] I
I ] I l
Positivo para os genes Negativo para os Negativo para os Positivo para os genes
ESBL genes ESBL genes ESBL ESBL
n =13 (13/20 - 65%) n =6 (6/20 - 30%) n =11 (11/56 - 19,6%) n = 45 (45/56 - 80,4%)
[ I
TEM - n =4 (30,7%) SHV = n=1(2,2%)
CTXM-1 > n =5 (38,5%) CTXM-3 > n = 3 (6,7%)
TEM + CTXM-1 - n = 3 (23,1%) TEM + SHV = n = 3 (6,7%)
SHV + CTXM-1 & n =1 (7,7%) TEM + CTXM-3 - n = 7 (15,5%)
CTXM-1 + CTXM-3 > n = 31 (68,9%)

*Uma cepa ndo apresentou crescimento bacteriano em LB.

Figura 4. Fluxograma de analises e resultados envolvendo as cepas de UPEC.

5.2.Perfil de genes ESBL

Existem vérias classes de ESBL detectadas em enterobactérias, mas a maioria
pertence as classes TEM, SHV e CTX-M. Tais enzimas sao também frequentemente
encontradas em E. coli (SHARMA et al, 2013). Por este motivo, os genes blashv,

blatem, blactx-m-1 € blactx-m-3 foram pesquisados nas amostras de UPEC.

Das cepas positivas para a produgédo de ESBL em meio cromogénico, 41 de 45
(91,1%) cepas apresentaram combinagOes de 2 genes de ESBL. Dentre estas, 31
cepas (68,9%) apresentaram o0 seguinte genaétipo blactx-m1* / blactx-m-3*; sete cepas
(15,5%) apresentaram a combinacdo de blatem™ / blacTtx-m-3*; e trés cepas (6,7%)
tinham os genes blarem* / blasvy®™. Em contrapartida, a menor parte das cepas (n = 4)

apresentou um unico gene sondado de ESBL.: trés cepas (6,7%) apresentaram o gene
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blactxv-3" € apenas uma cepa (2,2%) continha o gene blasnv™.

Das cepas que apresentaram fenotipo negativo para producdo de ESBL em
meio cromogénico (n = 20), cinco (38,5%) apresentaram blactx-w-1* € quatro (30,7%)
blatem*. Combinacdes de genes ESBL também ocorreram. Trés cepas (23,1%)
apresentaram a combinacédo blarem™ / blactx-m1* € uma cepa (7,7%) apresentou

blasnv' / blacTx-m-1*.

Observa-se que a maioria (n = 50) das cepas apresentou genes da familia CTX-
M. Nossos achados sdo semelhantes aos citados na literatura que mostram a enzima
CTX-M como a ESBL mais prevalente em todo o mundo (LINCOPAN, 2012). Em um
estudo realizado por Bonnet (2004), observou-se que CTX-M é predominante em
paises asiaticos, europeus e paises da América do Sul, incluindo o Brasil (BONNET,
2004). Na Europa, TEM e SHV eram as ESBL mais frequentemente isoladas. No fim
dos anos 1990, o padrao mudou rapidamente devido ao aparecimento de CTX-M, que
passou a ser predominante (LIVERMORE, et al., 2007). Em um estudo mais recente
realizado no Brasil em 2012, foi observado que a ESBL predominante era CTX-M
(SILVA, K. C.; LINCOPAN, 2012).

A combinacao de genes ESBL é comumente relatado na literatura, incluindo na
espécie E. coli. Nos trabalhos realizados por Sharma et al. (2013) e Oliveira et al.
(2009) foram encontradas cepas de E. coli com combinac¢des de dois ou trés genes
de ESBL.

Entre as cepas positivas para a producao de ESBL em meio cromogénico, em
onze cepas (19,6%) nao foram encontrados nenhum dos genes pesquisados. Tais
cepas podem estar portando outros genes de ESBL, como os genes da familia PER
ou genes da familia VEB, dentre outros (LINCOPAN, 2012; BUSH; JACOBY, 2010).

5.3.Perfil de resisténcia de cepas produtoras de ESBL

As cepas de UPEC positivas em meio cromogénico para producdo de ESBL
foram submetidas a teste para detectar o perfil de susceptibilidade frente aos
antimicrobianos comumente prescritos para o tratamento de ITU. Em geral as cepas
de UPEC apresentaram alta frequéncia de resisténcia a gentamicina (40%),
tetraciclinas (96,1%), sulfonamida (96,1%) e a todas fluoroquinolonas testadas [acido

nalidixico (92,2%), ciprofloxacina (84,3%), levofloxacina (84,8%) e norfloxacina
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(84,3%)]. Além do mais, a combinacéo de genes associados a ESBLs nao alterou o

perfil de susceptibilidade (tabela 3).

Observa-se que, além da resisténcia aos B-lactamicos, as cepas ESBL sao
também resistentes a outras classes de antibioticos. Estudos tem mostrado que
plasmidios que carregam genes ESBL frequentemente portam genes que conferem
resisténcia a outras classes de antibiéticos (GUNDOGDU, et al, 2012).

Tabela 3. Frequéncia de resisténcia das cepas produtoras de ESBL.

Antibidtico ESBL CTXM-1/ TEM/
Resistente CTXM-3 CTXM-3
(n=51) (n=28) (n=6)
AMINOGLICOSIDEO
Amicacina 19,6% 25% 33,3%
Gentamicina 40% 35,7% 40%
CARBAPENEM
Meropenem 2,2% 0% 0%
CEFALOSPORINA
Cefazolina 92,2% 96,4% 83,3%
Ceftriaxona 84,3% 89,3% 100%
Cefepime 70,6% 71,4% 66,7%
PENICILINA
Amoxicilina/Ac. 29,4% 28,6% 33,3%
Ampicilina 100% 100% 100%
FLUOROQUINOLONA
Acido nalidixico 92,2% 100% 100%
Ciprofloxacina 84,3% 100% 100%
Levofloxacina 84,8% 96,1% 100%
Norfloxacina 84,3% 100% 100%
SULFONAMIDA
Sulfazotrim 96,1% 94,6% 100%
TETRACICLINA
Tetraciclina 96,1% 100% 100%
NITROFURANO
Nitrofurantoina 13,7% 14,3% 33,3%
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As cepas de ESBL foram susceptiveis ao meropenem, com excecdo de um
anico caso. Também apresentaram menor frequéncia de resisténcia a amicacina e
nitrofurantoina (com excecéo das cepas com o genétipo TEM/CTX-M-3). Em estudos
realizados por Stapleton et al. (2017) e outro estudo feito por Gupta et al. (2007) foi
mostrado que a nitrofurantoina pode ser uma opc¢éo de tratamento em casos de ITU

nao complicadas.

Uma cepa de UPEC apresentou resisténcia ao meropenem. Produziu um halo
de 13 milimetros (mm) sendo os pontos de corte: halo < 19 mm é considerado
resistente e halo = 23 mm é considerado sensivel. A mesma nao apresentou nenhum
dos gendtipos pesquisados. Inicialmente, suspeitou-se que a cepa fosse uma (-
lactamase do tipo carbapenemase, mas foi descartado, pois a mesma mostrou-se
sensivel as cefalosporinas (BUSH; JACOBY, 2010). A hipdtese € que a cepa tenha
uma diminui¢cdo da permeabilidade da membrana externa, devido a perda de porinas
(ADLER, et al., 2013; MARTINEZ; LOPEZ, 2014).

Cepas de UPEC produtoras de ESBL produzem infeccfes multirresistentes e
de dificil manejo com consideravel impacto clinico. Recomenda-se que amostras
confirmadas para a produgéo de ESBL em meio cromogénico sejam reportadas como
resistentes a todas as cefalosporinas, com excecdo dos carbapenens, até que se
prove o contrario, independentemente dos resultados do teste de susceptibilidade.
(BRADFORD, 2001).
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. CONCLUSAO

— O meio cromogénico para detecgcéo de ESBL apresentou falhas na deteccao

de cepas ESBL, gerando resultados falso-negativos.

— Os genes de ESBL mais frequentemente detectados nas cepas de UPEC
foram os genes da familia CTX-M.

— A caracterizacdo genética mostrou que combinacdes de genes ESBL é
predominante, ocorrendo com maior frequéncia a combinacdo blactx-m-1*/

blactx-m-3*.

— As cepas de UPEC produtoras de ESBL apresentaram alta frequéncia de

resisténcia a gentamicina, tetraciclinas, sulfonamida e fluoroquinolonas.
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