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RESUMO

FONTES, L. C. Monitoramento da Resisténcia aos Antibacterianos em Membros da
Familia Enterobacteriaceae Recuperados de Ambientes Aquaticos no estado de Sdo Paulo,
Brasil. 2012. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2012.

Enterobactérias sdo importantes agentes de infeccBes relacionadas a assisténcia a saude (IrAS),
podendo contaminar ambientes aquaticos poluidos por atividades antropogénicas. O uso
indiscriminado de antibacterianos (ATB) na medicina humana e veterinaria tem resultado no
aumento do numero de bactérias resistentes, sendo que ambientes aquaticos podem ser
importantes locais para a sua selecdo e disseminagéo, assim como, para a aquisi¢cao de elementos
genéticos associados. O objetivo desse estudo foi monitorar a disseminacdo de enterobacteérias,
com perfil de resisténcia aos ATB, em ambientes aquaticos do estado de Sdo Paulo investigando
0 seu contexto genético. O perfil de resisténcia foi caracterizado por antibiograma qualitativo
(Kirby-Bauer) e quantitativo (CIM) seguindo as recomendacgdes do CLSI. A producdo de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) foi avaliada pela técnica da dupla-difusdo em disco
e/ou utilizando fitas de E-test ESBL. Genes codificando ESBLs e resisténcia a quinolonas
mediada por plasmideos (PMQR) foram investigados por PCR, e a similaridade genética foi
avaliada por ERIC-PCR. De 2009-2010, 135 enterobacterias, resistentes a pelo menos um ATB,
foram isoladas de rios urbanos, represas, e estacfes de tratamento de esgoto. O fendtipo
multirresistente (MR) foi predominante em 64% dos isolados, sendo que houve uma alta
prevaléncia de Escherichia coli (80%) e Klebsiella pneumoniae (48%). Dentre estas espécies,
8% dos isolados apresentaram fendtipo ESBL (cefotaxima, CIMse> 64 ng/ml) devido a presenca
de genes blactx-m-like, enquanto que a presenca de genes gnr-like foi confirmada em 7% dos
isolados resistentes a ciprofloxacina (CIMse> 32pug/ml). A tipagem por ERIC-PCR, nos isolados
carregando genes blactx-m €/ou genes gnr, revelou auséncia de relacdo clonal entre as cepas de
K. pneumoniae (n=10), enquanto que cepas de E. coli (n= 12) foram agrupadas em nove clusters
(> 90% de similaridade). Neste trabalho, reportamos a ocorréncia de genes de resisténcia de
importancia clinica em enterobactérias recuperadas de ambientes aquaticos no estado de Sao

Paulo, Brasil.

Palavras chave: Enterobacteriaceae. Ambiente. Multirresisténcia. Antibacterianos. Beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL). Fluorogquinolonas.



ABSTRACT

FONTES, L. C. Surveillance of antibacterial resistance among Enterobacteriaceae from
environmental water samples in Sdo Paulo State, Brazil. 2012. 79 p. Master’s Thesis
(Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2012.
Members of the Enterobacteriaceae are important agents of healthcare-associated infections
(HAI) and often inhabit aquatic environments polluted by anthropogenic activities. The
widespread use of antibiotics in human medicine and veterinary has resulted in increasing
number of bacterial resistance to antimicrobial agents, and aquatic environments can be
favorable settings for efficient selection of these populations, as well as, for the exchange of
resistance genes mediated by horizontal transfer of mobile elements. The aim of this study was to
monitor the spread of Enterobacteriaceae with an antimicrobial-resistant profile in aquatic
environments in Sao Paulo state, and to investigate their genetic background. The antimicrobial
resistance profiles were characterized by using qualitative (Kirby-Bauer) and quantitative (MIC)
susceptibility methods in accordance to CLSI guidelines. Extended-spectrum beta-lactamase
(ESBL) phenotypes were identified by double-disk diffusion, and by using ESBL E-test strips.
Genes encoding ESBLs and plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) were investigated
by PCR and genotyping of isolates carrying these genes was performed by ERIC-PCR. From
2009 to 2010, 135 bacterial isolates of Enterobacteriaceae resistant to at least one antibiotic were
isolated from various water sources such as rivers, dams and sewage treatment plants, in the state
of Sao Paulo, Brazil. A total of 87/135 isolates (64%) exhibited a multidrug-resistant phenotype
with a high prevalence of E. coli (80%) and Klebsiella pneumoniae (48%) strains, of which 8%
showed a positive ESBL phenotype (cefotaxime, MICsy > 64 pg/ml) related to blacrx-m-like
genes. The presence of gnr-like genes was confirmed in 7% isolates (ciprofloxacin MICsp>
32ug/ml). ERIC-PCR genotyping among isolates carrying blacrx-m-like and/or gnr genes
revealed absence of clonal relationship among K. pneumoniae strains (n=10), whereas E. coli
strains (n=12) were grouped into the nine clusters (>90% similarity). In this study, we report the
occurrence of resistance genes in clinically important Enterobacteriaceae recovered from aquatic

environments in Sdo Paulo state, Brazil.
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1 INTRODUCAO

O amplo uso de antibioticos na medicina humana e na producéo animal tem resultado no
aumento do numero de bactérias comensais e patogénicas resistentes a agentes antimicrobianos,
0 que vem se tornando um dos principais problemas de saude plblica (SORUM e ABEE-LUND,
2002; RIVERA-TAPIA, 2003; KIFFER et al., 2005; SADER et al., 2001; DALLA-COSTA et
al., 2003; GALES et al., 2003; PAVEZ et al., 2008; LINCOPAN et al., 2005; 2006; ZAVASCKI
et al., 2005; DOYLE et al., 2011).

Bactérias resistentes aos antibidticos sdo encontradas em diferentes nichos ecoldgicos.
Dentre esses nichos, o ambiente aquatico € considerado o mais eficiente para a selecdo de
populacdes bacterianas resistentes, bem como para a troca de genes de resisténcia, por meio de
elementos genéticos moveis (ALI ABADI e LEES, 2000; WEGENER e MOLLER, 2000; LU et
al., 2010; LUBICK, 2011).

Dentre os agentes bacterianos mais frequentemente encontrados nestes ambientes
destacam-se membros da familia Enterobacteriaceae, os quais sdo importantes agentes de
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IrAS) (MINARINI et al., 2007; 2008; 2009), o que
torna o ambiente uma fonte para a disseminacdo e aquisicao destas bactérias resistentes (ALLEN
et al., 2010). De fato, tem sido reportado em revistas de alto impacto que, o aparecimento da
resisténcia aos antibidticos no ambiente é relevante para a saide humana devido a crescente
importancia de infec¢Bes zoondticas, bem como a necessidade de investigar a emergéncia de
patdgenos resistentes (ALLEN et al., 2011; WALSH et al., 2011; LUBICK, 2011).

Nos ultimos anos, devido ao crescimento acelerado da populacdo e da urbanizacdo, os
ecossistemas aquaticos vém sendo profundamente alterados em funcdo de diversos impactos
ambientais de origem antropica, tais como: desvio do curso natural de rios, lancamento de
efluentes domeésticos e industriais ndo tratados, desmatamentos, mineracdo, eutrofizacao
artificial, introducdo de espécies exoticas e outros (GOURLART e CALLISTO, 2003).

No ambiente aquatico, do ponto de vista sanitéario, o que realmente pde em risco a saude
publica é a ocorréncia de poluicdo fecal, pela possibilidade de estarem presentes também
microrganismos patogénicos, como bactérias, virus, protozoarios e ovos de helmintos, agentes
frequentemente responsaveis por doencas de veiculacdo hidrica (GELDREICH, 1998). Varios

estudos tém demonstrado que infecgfes humanas, tanto intestinais como extra-intestinais, podem



ser causadas por microrganismos veiculados por aguas contaminadas por fezes e urina. A
possibilidade dos ambientes aquaticos servirem de reservatorio a diversos microrganismos
sustentando a sobrevivéncia dos mesmos nesses habitats, assume, em seu aspecto

epidemioldgico, consideravel importancia.

Outro problema que atinge o ambiente aquatico € a contaminacdo por bactérias
resistentes provenientes dos seres humanos e animais expostos a antibioticos (SHAKIBAIE et
al., 2009; AL-BAHRY et al., 2009; GUSATTI et al., 2009; PRADO et al., 2008), seja pelo uso
terapéutico ou pela ingestdo acidental de alimentos contaminados com bactérias resistentes que
poderiam colonizar transitoriamente hospedeiros, e/ou alimentos contendo residuos de
antimicrobianos com posterior eliminacdo pelas fezes que poderiam contaminar ambientes
aquaticos através do esgoto (GUSATTI et al., 2009; PRADO et al., 2008; COSTA et al., 2006).

Com relagdo a ambientes aquaticos, o uso profilatico de antibidticos na aquicultura tem
se tornado comum, principalmente em paises industrializados, onde ndo ha regulamentacéo para
0 uso de drogas nestes ambientes (XI et al., 2009; SEIFRTOVA et al., 2009). Assim, muitos
produtores ignoram que o uso indiscriminado de antibidticos proporciona, dentre 0s principais
riscos, a selecdo de bactérias resistentes no ambiente aquatico; a alteracdo da microbiota dos
ambientes de cultivo; e a transferéncia de resisténcia para bactérias potencialmente patogénicas
aos seres humanos (HOLMSTROM et al., 2003). Portanto, o uso de antibiéticos na aquicultura
deve ser controlado, a fim de se reduzir a disseminacgéo de resisténcia entre bactérias patogénicas
ou da microbiota comensal de peixes e de outros organismos cultivados, além de evitar o risco da

presenca de residuos nos alimentos destinados ao consumo humano (BRUUN et al., 2003).

No Brasil, rios urbanos sdo frequentemente afetados por atividades antropogénicas. Em
Sdo Paulo, os rios Tieté e Pinheiros sdo um exemplo. O rio Tieté (o maior rio do Estado de Séo
Paulo) nasce nos contrafortes ocidentais da Serra do Mar, a 840 metros de altitude, no municipio
de Salesdpolis, a apenas 22 Km do Oceano Atlantico. Dirigindo-se para o interior do Estado de
Sdo Paulo, no rumo sudoeste-noroeste, o rio Tieté percorre 1.100 quildmetros do territorio
paulista, indo desaguar no rio Parand, na divisa com Mato Grosso do Sul. Na Regido
Metropolitana de Sdo Paulo, o rio Tieté e seus afluentes constituem a chamada Bacia

Hidrograficas do Alto Tieté, que apresenta um quadro critico de poluicdo de suas aguas, que



percorrem a cidade de S&o Paulo e/ou o estado de S&o Paulo, englobando varios reservatorios ao
longo de seu curso (SUARES ROCHA et al., 2010). Estes reservatérios sdo utilizados para
prover agua de consumo, como fonte para irrigacdo agricola e como fonte de recreagédo
(SUARES ROCHA et al., 2010). No entorno urbano, ambos os rios sdo conhecidos por serem
altamente poluidos pela contaminagdo por efluentes industriais e domésticos, e por corregos
urbanos que desaguam nos mesmos (SUARES ROCHA et al., 2010). Ja o rio Pinheiros, recebe
residuos de muitos efluentes domésticos e industriais passando pela area metropolitana da cidade
de S&o Paulo. Assim, dados de qualidade da agua apontam niveis elevados de poluicdo, como
resultado da enorme taxa de decomposicdo da matéria orgénica e industrial, constantemente
despejada no seu leito. A agua do rio Pinheiros apresenta temperatura elevada, alta concentragdo
de poluentes, além disso, libera mau cheiro pela degradacdo anaerdbia, confirmada pela auséncia

de oxigénio dissolvido, o que a caracteriza como sendo anoxica (SMA 2002).

1.1 Antibacterianos

Os antibidticos agem como indutores para a expressdo de genes bacterianos que
codificam mecanismos de resisténcia a essas drogas (BUTAYE et al., 2003) favorecendo a
selecdo natural destas populagdes, seguindo o principio Darwiniano de sobrevida do mais forte.
Assim, na presenca de genes que codificam resisténcia, a selecdo de uma populacdo de
microrganismos resistentes pode ser uma consequiéncia da pressao decorrente do uso exacerbado
de antibioticos, sendo que o poder de selecdo € proporcional ao tempo de exposicao das bactérias
ao antibidtico (ALI ABADI e LEES, 2000).

No Brasil, como antecedente desfavoravel, dados da ANVISA tém mostrado que o
consumo anual de antimicrobianos em 2004 e 2005 excedeu 1200 toneladas (ANVISA 2006;
LOCATELLI et al., 2011). Na data avaliada, 0 maior consumo correspondeu aos compostos da
classe dos beta-lactamicos reportando-se um elevado consumo de amoxicilina (390 toneladas),
ampicilina (184 toneladas), cefalexina (163 toneladas), sulfametoxazol (133 toneladas),
tetraciclina (45 toneladas), norfloxacina (38 toneladas), ciprofloxacina (30 toneladas) e
trimetoprim (27 toneladas).

Locatelli e colaboradores (2011) avaliaram a presenca de residuos de antibioticos na

Bacia do Rio Atibaia, o que confirma que, ndo ha regulamentacdo para a diminuicdo do aporte



destes residuos que entram no ambiente aquatico, se tornando cada vez mais concentrados, uma
vez que ndo sdo eliminados. Este trabalho mostrou que aspectos antropogénicos e sazonais
afetam os niveis destes compostos nas amostras de agua. Por exemplo, em periodos chuvosos a
porcentagem de deteccdo de niveis de antibidticos, foi menor (LOCATELLI, et al 2011).

1.2 Antibidticos beta-lactamicos/cefalosporinas

Antibioticos beta-lactdmicos sdo amplamente utilizados, pois possuem baixa toxicidade
(sendo usados para tratar uma ampla gama de infecc¢Bes), o que tem contribuido diretamente na
emergéncia de resisténcia a estes antibioticos (LIVERMORE, 1995). Os mecanismos de
resisténcia aos beta-lactdmicos incluem a dificuldade dos antibidticos atingirem suas enzimas
alvo por impermeabilidade e/ou ativacdo de bombas de efluxo, e/ou a hidrolise direta por beta-
lactamases (WALSH, 2011), que sdo enzimas com capacidade de romper o anel beta-lactamico
(Figura 1) inativando sua acdo sobre as células bacterianas. Entre os antibioticos beta-lactamicos,

as cefalosporinas representam uma das classes mais utilizadas deste tipo de antibidtico.

Figura 1. Estrutura quimica de um beta-lactamico
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Fonte: Modificado de Rosario e Grumach, (2006).

As cefalosporinas (Figura 2) caracterizam-se pelo seu amplo espectro de agdo no combate
de uma ampla gama de infec¢Bes bacterianas, espectro que tem evoluido farmaceuticamente
caracterizando cefalosporinas de primeira a quinta-geracdo (BUSH e JACOBY, 2010). De fato,



do ponto de vista microbioldgico, a principal razdo do uso excessivo de cefalosporinas é seu
amplo espectro de atividade antibacteriana. Consequentemente, o crescimento da disseminagdo
de cepas produtoras de beta-lactamase tem sido gradual em funcdo do tempo e tipo de

cefalosporina langada no mercado.

Figura 2: Estrutura quimica das cefalosporinas
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Fonte: Roséario e Grumach, (2006).

1.2.1 Descoberta e desenvolvimento das cefalosporinas

O Acremonium cephalosporium, que representou o ponto de partida para o descobrimento
de todas as cefalosporinas, foi descoberto em 1948 na costa da Sardenha (Italia), por Joseph
Brotzu (CORNAGLIA, 2000). A cefalosporina C foi isolada do caldo de cultura desse fungo.
Além de ter uma modesta atividade antibacteriana, esta ndo foi produzida em grandes
quantidades até a década de 60, quando foi descrito um novo procedimento a fim de obter o
acido 7-aminocefalosporénico. Este desenvolvimento abriu o caminho para a sintese de grande
numero de moléculas semi-sintéticas (Figura 2), e em 1964 as cefalosporinas de primeira geracao
(cefalotina e cefaloridina) chegaram ao mercado (BROTZU, 1948). Hoje, diferentes classes (ou
"geracdes") de cefalosporinas permitem uma classificacdo microbioldgica destes compostos com

base em seu espectro antibacteriano.



Cefalotina e cefaloridina foram introduzidos na pratica clinica em 1964, seguido por
cefazolina. A busca por novos derivados capazes de resistir a acdo de beta-lactamases produzidas
por bactérias gram-negativas levou a sintese da segunda geracédo de cefalosporinas. No inicio dos
anos 70, foi relatado que algumas espécies de Streptomyces produtores de 7-alfametoxi
cefalosporinas, também conhecida como cefamicina (p.ex. cefoxitina e cefotetan), caracterizava
altos niveis de resisténcia a hidrélise feita pela maioria das beta-lactamases. Outros compostos
deste grupo foram introduzidos na préatica clinica, mas foram caracterizados pela presenca de um
anel cefémico metoximinico (cefuroxima) ou um anel-thiomethyl-tetrazolio (cefamandol) na
mesma posi¢do C-7 (GILBERT et al., 1998). A produgdo continua de novos compostos levou a
descoberta de novos derivados menos hidrolisaveis pelas beta-lactamases, até o desenvolvimento
da cefotaxima, a primeira cefalosporina de "Terceira geracdo™ e, a primeira cefalosporina de
"Amplo espectro”. Cefotaxima se apresenta 100 vezes mais ativa do que o cefamandol sobre
bactérias gram-negativas. Mudancas na posicdo da molécula C-3 foram os principais
responsaveis para a melhoria das propriedades farmacocinéticas dessa droga (CORNAGLIA,
2000).

A busca por novos compostos ndo parou apds a introducdo de cefalosporinas de terceira
geracdo na pratica clinica e levou a sintese de compostos zwitteridnicos de quarta geracao
(cefepime e cefpiroma) caracterizados por um grupo de amdnio quaternario na posicao C-3.
Cefalosporinas de quarta geracdo tém um espectro antibacteriano bastante semelhante ao de
cefotaxima. Devido a sua natureza zwitteribnica, estes compostos atravessam muito rapidamente
a membrana externa da célula bacteriana e sdo mal hidrolisados por beta-lactamases de classe C,
intrinseca em algumas espécies) no espaco periplasmatico (CORNAGLIA, 20000).

1.2.2 Mecanismo de acao e resisténcia aos antibacterianos

As cefalosporinas sdo uma classe de antibacterianos beta-lactdmicos que inibem a sintese
da parede celular bacteriana interferindo na sua integridade, essencial para o crescimento e
desenvolvimento bacteriano. O principal mecanismo de acdo destes compostos ocorre na

atividade da transpeptidase, na fase de biossintese do peptideoglicano. As cefalosporinas contém



em sua estrutura um anel beta-lactamico (Figura 1), que interage com proteinas denominadas
PBPs (Penicillin-Binding Proteins), inibindo a enzima envolvida na reacdo de transpeptidacéo,
responsavel pela ligacdo entre as cadeias de tetrapeptideos do peptideoglicano. Assim, nédo é
possivel a formacéo das ligacdes entre os tetrapeptideos de cadeias adjacentes de peptideoglicano
(Figura 3), causando perda de rigidez da parede celular (TRABULSI e ALTHERTHUM, 2008).

Figura 3: Sitio de acdo das beta-lactamases entre as ligacdes peptidicas
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Com relacdo a resisténcia aos antibacterianos, entre as bactérias da familia
Enterobacteriaceae, a producéo de beta-lactamases é 0 mais importante mecanismo de resisténcia
contra agentes beta-lactamicos (JACOBY e MUNOZ-PRICE, 2005; SANDERS e SANDERS,
1992). Membros da familia Enterobacteriaceae comumente expressam beta-lactamases de
espectro restrito, porém, o uso indiscriminado de antibidticos tem levado a emergéncia e
disseminacéo de beta-lactamases de amplo espectro, codificadas por plasmideos, que conferem
resisténcia as penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro, muitas vezes utilizadas em
esquemas terapéuticos em humanos e animais (BUSH et al., 1995; LIVERMORE, 1995).



Em 1983, um grupo de enzimas nomeadas de beta-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) foi detectado em cepas de Serratia marcescens e Klebsiella pneumoniae na Alemanha
(KNOTHE et al., 1983). Este grupo de enzimas foi primeiramente referido como resultado de
genes presentes em plasmideos, como o0 TEM-1, TEM-2 e SHV-1, os quais sofreram mutacdes
semelhantes, resultando em substitui¢bes no aminoacido terminal e no sitio ativo destas enzimas.
Estas alteragdes (mutacfes) modificam estruturalmente o sitio ativo da enzima, causando
aumento de sua acdo sobre as cefalosporinas. Como resultado, sua acdo ndo se restringe apenas
as penicilinas e cefalosporinas de primeira e segunda geracao, mas, também, sobre as oxiamino-
cefalosporinas  (cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona) e monobactans (aztreonam)
(STURENBURG e MACK, 2003).

As ESBLs, geralmente podem ser bloqueadas por inibidores de beta-lactamases, como
por exemplo, o clavulanato, sulbactam e tazobactam. Além disso, as bactérias produtoras de
beta-lactamases de espectro estendido também apresentam resisténcia a outras drogas nao-beta-
lactamicas, 0 que causa dividas quanto a conduta terapéutica para estes casos (WARREN et al.,
2008; MARRA et al., 2006; DHANJI et al., 2010).

Infelizmente, a utilizacdo indiscriminada e sem critérios destes antibacterianos, também
tem favorecido a selecdo de bactérias produtoras de ESBLS, que conferem resisténcia a estes
agentes (MEDEIRQOS, 1997). A primeira mutacdo observada na producéo de ESBLs foi a enzima
SHV-2, que foi encontrada em uma cepa de Klebsiella ozaenae, isolada na Republica Federal da
Alemanha, em 1983 (LIVERMORE, 1995). A partir destes primeiros achados, o isolamento
destas bactérias que carregam esses genes de resisténcia vem se tornando cada vez mais comum,
inclusive em animais, alimentos contaminados e ambientes aquaticos. Alem disso, tem sido
encontrado em diversos géneros de enterobactérias, como em Escherichia, Klebsiella, Proteus, e
também em bacilos gram-negativos ndo-fermentadores de glicose, como a Pseudomonas
aeruginosa (AMBLER, 1980).

O método mais utilizado para triagem de ESBL é aproximacdo de discos que consiste em
dispor discos de cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima, cefoxitina e cefepime), além de
aztreonam a aproximadamente 25 mm de distdncia, centro-centro, do disco com inibidor
(clavulanato, tazobactam, sulbactam) (CARTER, 2000). O sinergismo indica a producdo de

ESBL (RADICE, 2002). A zona de sinergismo é comumente denominada de “zona fantasma”. A



utilizagdo de fitas comerciais de E-test ESBL (BioMérieux,
Marcy I'Etoile, France) também sdo utilizadas para triagem e/ou confirmacdo do fenétipo de
ESBL, no qual a queda de pelo menos trés vezes na Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) do
antibidtico quando o mesmo é associado a um inibidor indica a producdo de ESBL
(FERNANDES, 2009).

1.2.3 Classificacdo ESBL

Hoje, mais de 370 variantes naturais de ESBLs diferentes sdo conhecidas atualmente no
mundo todo (STURENBURGet al., 2005). Estas enzimas pertencem filogeneticamente a classe
de beta- lactamases denominadas “Serine-Beta-Lactamases” que, juntamente com as “Metallo-
Beta-Lactamases”, formam os dois grandes grupos de enzimas que possuem a capacidade de

degradar antibidticos beta-lactamicos (SHAH et al., 2004).

A relacdo entre as enzimas ESBLs foi mais bem representada pelo esquema de
classificacdo de Ambler, baseada na similaridade entre as sequiéncias de aminoacidos também
conhecida como classificacdo molecular. Esta classificacdo baseia-se na seqiiéncia de

aminoéacidos e nucleotideos destas enzimas (AMBLER et al., 1991).

Atualmente, hd 04 classes moleculares conhecidas (A, B, C e D). As classes A, C e D
agem através do mecanismo baseado nas “Serinas”, enquanto a classe B ou Metallo-beta-
lactamases necessitam de Zinco (Zn) para sua acdo. A maioria das bactérias produtoras de
ESBLs estdo contidas na classe molecular “A” de Ambler (AMBLER, 1980), caracterizadas pela

presenga do sitio ativo “Serina”.

Outro esquema de classificacdo muito utilizado é o modelo descrito por Bush-Jacoby-
Medeiros (BUSH K. et al., 1995; BUSH, 2001) que recentemente apresentaram uma atualizagao
do esquema de classificacdo, no qual dividiram as enzimas em 4 grandes grupos (1, 2, 3e 4) e
subgrupos (a, b, ¢, d, e, f) (BUSH et al.,1995; BUSH, 2001; BUSH e JACOBY, 2010).

O grupo 01 no esquema de Bush-Jacoby-Medeiros é formado por cefalosporinases (beta-
lactamases) que ndo sofrem inibicdo pelo acido clavulanico, e que pertencem a classe molecular
C de Ambler. O grupo 02 séo penicilinases e/ou cefalosporinases (beta-lactamases) que sofrem

inibicdo pelo &cido clavulanico, também pertencentes as classes moleculares A e D de Ambler. O



grupo 03 sdo enzimas que possuem no seu sitio ativo a necessidade de Zinco (Zn) para
exercerem seu efeito, e por esse motivo sdo chamadas de “Zinco-beta-lactamases” ou
simplesmente “Metallo-beta-lactamases”, e correspondem a classe molecular B de Ambler. E
finalmente existe o grupo 04, onde se localizam as penicilinases (beta-lactamases) que nédo séo
inibidas pelo &cido clavulanico e ainda ndo estdo inseridas em um grupo molecular definido
(SHAH et al., 2004; BUSH e JACOBY, 2010).

1.3 Quinolonas/Fluoroquinolonas

As quinolonas/fluoroquinolonas sdo um grupo de antibacterianos sintéticos, cujo espectro
de atividade é focado em bactérias gram-negativas, mas vem se expandindo sobre gram-

positivos, anaerobios e micobactérias.

Atualmente, outro problema de importancia epidemiolégica no Brasil é a emergéncia de
cepas resistentes as fluoroguinolonas (MINARINI et al., 2008; CASTANHEIRA et al., 2007),
lembrando que antibioticos como ciprofloxacina e enrofloxacina sdo amplamente utilizadas para
terapia de infecgdes clinicas humanas e veterinarias, respectivamente, e até mesmo utilizados
como promotores de crescimento (THORSTEINSDOTTIR et al., 2009). Os antibioticos da
classe das fluoroquinolonas apresentam potente atividade contra grande ndmero de bactérias
gram-positivas e gram-negativas, e como resultado de seu amplo espectro de acdo, as
fluoroquinolonas tém sido prescritas como terapia empirica em muitos casos de infeccdo humana
e animal (HURST et al., 2002).

Na década de sessenta do século passado foi introduzido na préatica clinica o acido
nalidixico (primeira quinolona usada como antimicrobiano) (Figura 4). No entanto, a
importancia deste grupo reside nas mudangas ao final de 1970 quando criaram um grande

numero de agentes antibacterianos.

A primeira geracdo (acido nalidixico, acido pipemidico), pouco utilizado hoje em dia,
tem atividade contra a familia bacteriana Enterobacteriaceae e alguns outros gram-negativos e

sdo praticamente inativos contra bactérias gram-positivas, anaerobios e atipicos (BOLON, 2011).

Embora muitas substituicdes tenham sido realizadas com o propoésito de expandir a

atividade contra diversos patdgenos, o uso clinico de quinolonas de segunda geracéo



(norfloxacina) (Figura 4) permaneceu limitado pelo seu restrito espectro de atividade,
(APPELBAUM e HUNTER, 2000).

Em meados da década de 80, foi lancada a ciprofloxacina (primeira fluoroquinolona, com
amplo espectro de atividade) (Figura 4), desde ent&o, surgiram outras quinolonas, cuja adi¢éo de
fldor levou a classificacdo de seus compostos como fluoroquinolonas (ciprofloxacina,
ofloxacina, levofloxacina). Em virtude da emergéncia da resisténcia bacteriana as geracfes
anteriormente citadas, iniciou-se o desenvolvimento de novas quinolonas, caracterizando a
quarta geracdo (moxifloxacino) desses compostos com a adicdo de um grupamento metoxi
(APPELBAUM e HUNTER, 2000; BOLON, 2011).

Figura 4: Estrutura basica de quinolonas/fluoroquinolonas

ad

COOH

Fonte: Modificada de Jackson et al., 1998.

1.3.1 Mecanismos de acao e Resisténcia

As quinolonas associam-se as enzimas DNA gyrase e Topoisomerase IV, impedindo o
enovelamento da molécula de DNA, tendo efeito bactericida. Mutagdes no sitio ativos destas
enzimas (DNA gyrase e Topoisomerase V) constituiam o principal mecanismo de resisténcia as
quinolonas. A atividade antimicrobiana de fluoroquinolonas é baseada na inibicdo das
topoisomerases, enzimas heterotetraméricas compostas por duas subunidades A e B



respectivamente codificadas pelos genes gyrA e gyrB na DNA girase e pelos genes parC e parkE
na topoisomerase IV (NAKAMURA, et al., 1989; PAN e FISHER, 1996; KIM, et al., 2010).

Até 1998, todos 0s mecanismos conhecidos de resisténcia as quinolonas eram
cromossomal, porém, a partir dai, resisténcia a quinolonas mediada por plasmideos, PMQR tem
sido descritas (JOHNSON, et al, 2008; ROBICSEK, et al, 2006; MARTINEZ-MARTINEZ, et
al, 2008).

Desde a introducdo do &cido nalidixico em 1960, o antibiético ciprofloxacina é
considerado, entre a classe das quinolonas o agente antimicrobiano mais consumido em todo o
mundo (ACAR e GOLDSTEIN, 1997; CHENIA e PILLAY, 2006). O seu alto consumo, somado
aos erros em seu emprego na terapéutica, tem sido considerado fatores responsaveis pelo rapido
desenvolvimento da resisténcia bacteriana a esta classe de antibidticos (NAHEED et al., 2004;
BIEDENBACH et al., 2006).

1.3.2PMQR

Determinantes de resisténcia do tipo PMQR incluem: as proteinas Qnr (QnrA, QnrB,
QnrS, QnrC e QnrD), que protegem a DNA girase e topoisomeraselV da inibicdo por
quinolonas; a variante de aminoglicosideo acetiltransferase aac(6’)-Ib-cr, capazes de acetilar e
subsequentemente reduzir a atividade de norfloxacina e ciprofloxacina, e; as recentemente
descritas bombas de efluxo, proteina QepA, envolvidas na expulsdo das fluoroquinolonas para
fora da células bacterianas (PERICHON,et al, 2007; YAMANE, et al, 2007; CATTOIR e
NORDMANN, 2009; CAVACO, et al, 2009; MARTINEZ-MARTINEZ, et al, 2008).

Genes do tipo gnr foram descobertos em 1998, e foram associados com a producdo de
pentapeptideos repetidos que protegem a enzima DNA gyrase da agdo desta classe de
quimioterapicos, ligando-se ao sitio ativo da enzima em vez de se ligarem ao DNA. Estes genes

foram encontrados em plasmideos.

A integracdo dos genes qgnr em diferentes plasmideos proporcionou a rapida
disseminacdo desse mecanismo de resisténcia as quinolonas. O surgimento e a propagagdo de

resisténcia as quinolonas dependem do patégeno (que é mais ou menos sensivel), do antibidtico



(que é mais ou menos ativo), do local da infecgdo e da carga bacteriana (a mais elevada carga
bacteriana, a maior probabilidade de surgimento e selecdo de mutantes resistentes), da
integridade dos mecanismos de defesa do hospedeiro, e da dose utilizada (adequada ou baixa),

entre outros fatores.

Além dos genes gnr, a resisténcia a quinolonas mediada por plasmideos (PMQR) pode
ser devido a inativacdo de fluoroquinolonas por uma transferase, aac-(6 ')-lb-cr, que leva a
acetilagdo das moléculas de fluoroquinolonas, tornando-as inativas. O gene aac-(6 ')-Ib-cr é uma
subvariante de uma outra acetilase, aac-(6 ")-lb aminoglicosideo acetiltransferase, com duas
mutacBes pontuais que permitem a ligacdo aoo sitio ativo da molécula, com posterior acetilacdo
de forma similar ao que ocorre com canamicina e amicacina (VETTING et al, 2008;
ROBICSEK, 2006; WARBURG et al, 2009).

A aquisicdo e disseminacdo de genes de resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro e
fluoroquinolonas, apresentam-se como um grave problema de salde puablica, uma vez que o
meio aquatico pode constituir uma fonte potencial para a mobilizacdo destes genes de resisténcia
e a disseminacdo das bactérias com perfil de multirresisténcia. Este panorama, requer a
implementacdo de controle principalmente na redugdo dos residuos de antibacterianos que sdo

despejados diretamente nos ambientes aquaticos, assim como o0 esgoto comunitario e hospitalar.



6 CONCLUSOES

e Houve predominancia de isolados das espécies E. coli e K. pneumoniae nas amostras de

agua coletadas.

e As taxas de resisténcia aos antimicrobianos foram altas tanto em E. coli quanto em K.

pneumoniae

e Os valores da Concentracdo Inibitéria Minima ultrapassou os valores do ponto de corte
para todos os antimicrobianos para 90% dos isolados, exceto no caso da tetraciclina que
tanto a CIMgequanto a ClMspapresentou valores abaixo do ponto de corte.

e Todas as amostras foram sensiveis ao imipenem, ertapenem e pip/tazobactam;

e Um total de 87 isolados da familia Enterobacteriaceae se mostraram multirresistentes, ou

seja, resistentes a pelo menos 3 antibacterianos de diferentes classes.

e Um total de 12 cepas de E. coli e 10 cepas de K. pneumoniae eram produtoras de ESBL
e/ou PMOR.

e O grupo filogenético A foi o mais frequente dentre as amostras de E. coli, sendo
identificada duas cepas pertencente ao grupo B1 (ambas caracterizadas como de baixa
viruléncia ou comensais) e duas cepas pertencentes ao grupo D, caracterizadas como

altamente viruluntas (patogénicas).

e Seis amostras de E. coli carregavam o gene gnr , quatro carregavam o gene blacrx-m € 2

carregavam ambos 0s genes,

e Quatro amostras de K. pneumoniae carregavam 0 gene gnr, quatro carregavam 0 gene

blactx-m2 carregavam ambos 0s genes,

e A tipagem por ERIC-PCR, nos isolados carregando genes blactx.v €/ou genes gnr,
revelou auséncia de relagdo clonal entre as cepas de K. pneumoniae (n=10), enquanto que

cepas de E. coli (n=12) foram agrupadas em nove clusters (> 90% de similaridade).
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