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Resumo 

Introdução e objetivos: A produção de beta-lactamases de espectro ampliado (ESBLs) 
tem sido restrita a espécies do gênero Klebsiella spp. e E. coli, sendo associada a altos 
índices de resistência, morbidade e mortalidade. Uma vez que os determinantes 
genéticos para ESBLs (genes blaESBL) são mediados por plasmídios, a sua disseminação 
para outras espécies de importância médica é considerada uma urgência epidemiológica. 
Os genes que codificam para ESBLs são mais comumente encontrados em membros da 
família Enterobacteriaceae, porém, plasmídeos, integrons, e sequências de inserção têm 
contribuído para o aumento da incidência de genes blaESBL entre outras bactérias Gram-
negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa. Infelizmente, uma das maiores 
dificuldades associada à identificação precoce da produção de ESBL em agentes de 
infecção hospitalar como Pseudomonas aeruginosa tem sido a padronização de métodos 
fenotípicos, os quais são afetados por resultados falso-negativos, decorrentes de 
mecanismos intrínsecos que mascaram a presença destas enzimas (i.e., produção de 
beta-lactamase AmpC de origem cromossômica). O presente estudo teve como objetivo 
caracterizar feno e genotipicamente a produção de ESBLs em isolados clínicos de P. 
aeruginosa recuperados de diferentes hospitais do Estado de São Paulo durante o 
período de 2004-2008. 
Materiais e métodos: 35 amostras  de P. aeruginosa provenientes de 4 diferentes 
centros médicos de São Paulo, com perfil de resitência às cefalosporinas de terceira 
geração, foram submetidas à triagem fenotípica para a produção de ESBL na presença e 
ausência de inibidores específicos (ácido clavulânico e cloxacilina). A confirmação 
genotípica foi realizada por PCR e sequenciamento, usando iniciadores para pesquisa 
dos genes blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, blaOXA, blaPER e blaGES, e para o mapeamento de 
integron Classe 1. A diversidade  genética das amostras foi realizada com auxílio do 
método de ERIC PCR e o índice de similaridade calculado empregando-se o coeficiente 
de Dice. 

Resultados e conclusão: Os métodos fenotípicos identificaram 3 cepas produtoras de 
ESBL, porém, a presença dos genes blaCTX-M e blaOXA-10 foi confirmada em 9 (33%) e 2 
(7%) cepas de P. aeruginosa, respectivamente, recuperadas em 3 centros. O 
mapeamento e seqüenciamento do integron classe 1 encontrado revelou que duas cepas 
carregam 2 diferentes integrons classe 1 com genes blaCTX-M-2, aac6, e aadA6 de 
resistência para as cefalosporinas de terceira geração e para aminoglicosídeos. A 
transferência horizontal dos genes blaESBL não foi confirmada por transformação. Este 
estudo descreve que o aparecimento e disseminação de genes blaCTX-M em isolados 
clínicos de P. aeruginosa no Brasil teve sua origem a partir de 2005. Uma vez que 
ESBLs do tipo CTX-M têm sido amplamente descritas em Enterobactérias, a 
identificação destes genes em isolados de P. aeruginosa é alarmante e mostra que a 
mobilização horizontal do gene blaCTX-M entre diferentes gêneros e espécies é uma 
realidade no Brasil. Os genes que conferem resistência às metilases 16s RNAr não 
estavam relacionados a cepa de Pseudomonas aeruginosa  produtores da enzima ESBL 
isoladas  nas amostras de São Paulo. As cepas de Pseudomonas aeruginosa  do presente 
estudo  mostraram  vários elementos de mobilização genéticos, como integrons e 
sequências de inserção, que  podem  estar participando na  disseminação de resistência 
aos  antibióticos beta- lactâmicos de amplo espectro 

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, ESBL, metilases,resistência, antibióticos 



 
 

  

 

Abstract 
Prevalence of Extended-spectrum β-lactamase and 16S rRNA methylases in clinical 
isolates of multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa recovered from differents 

hospitals in São Paulo 
 
Introduction and aim: The production of extended-spectrum beta-lactamases  (ESBLs) 
has been restricted to Klebsiella spp. and Escherichia coli, being associated with high 
rates of resistance, morbidity and mortality. Since genetic determinants for ESBLs 
(blaESBL genes) are mediated by plasmids, the spread to other medical important 
species is considered an epidemiological urgency. These genes encoding ESBLs are 
commonly found in members of the Enterobacteriaceae however, plasmids, integrons, 
and insertion sequences have contributed to the increase in the incidence of blaESBL 
genes among other gram-negative bacteria, including Pseudomonas aeruginosa. 
Unfortunately, one of the biggest difficulties associated with the early identification of 
the production of ESBL in nosocomial agents as Pseudomonas aeruginosa has been the 
standardization of phenotypic methods, which are affected by false-negative results 
stemming from intrinsic mechanisms which can mask the presence of these enzymes 
(i.e., production of chromosomal beta-lactamase AmpC). The aim of this study is to 
characterize phenotypical and genotypical  ESBL production in clinical isolates of P. 
aeruginosa recovered in different hospitals in São Paulo during the period of 2004 to 
2008. 
Materials and methods: 35 P .aeruginosa isolates intermediately resistant or resistant 
to third generation cephalosporin were phenotypically analyzed for the presence of 
ESBL with and without inhibitors (clavulanic acid and cloxacilin).Genotipic 
confirmation with specific primers for blaCTX-M,blaTEM,blaSHV,blaOXA,blaPER and blaGES 
and the characterization of the genetic environment of blaCTX-M was performed by PCR 
and DNA sequencing.The random amplified polymorphism DNA technique with primer 
ERIC-2 was carried out for the isolates genotyping and the similarity index calculated 
with coefficient of Dice. 
Results and conclusion: the phenotypic methods identified 3 ESBL producing strains, 
however, the presence of genes blaCTX-M and blaOXA-10  has been confirmed in 9 
(33%) and 2 (7%) strains of P. aeruginosa, respectively, from  3 medical centers. The 
mapping and sequencing of integron class 1  revealed  that two strains harbored two 
different class 1 integrons  with  aadA6-like , aac6 gene and blaCTX-M-2-like genes 
conferring resistance to aminoglicosydes and third generation cephalosporins. The 
blaESBL horizontal  transferation  has not been confirmed by transformation. This 
study describes that the emergence and spread of genes blaCTX-M in clinical isolates of 
P. aeruginosa in Brazil had its origin from 2005. Since CTX-M type ESBLs have been 
widely described in Enterobacteriaceae, the identification of these genes in  P. 
aeruginosa is alarming and shows that the blaCTX-M  horizontal mobilization among 
different genus and species is a reality in Brazil. The genes that confer resistance to 16s 
RNAr methylases are not related to ESBL positive Pseudomonas aeruginosa  strains in 
samples of São Paulo. The Pseudomonas aeruginosa strains of this study showed 
several genetic mobilization elements, such as integrons and insertion sequences, which 
may be participating in the spread of resistance to broad spectrum betalactams.  
 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, ESBL, methylases, resistance, antibiotics 
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1) INTRODUÇÃO 

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram negativo não fermentador da 

glicose que pode ser isolado do solo, da água, das plantas e mesmo dos animais 

(Trabulsi, 2008). Este microrganismo é versátil devido a sua baixa necessidade de 

nutrientes para o crescimento, sua tolerância a uma série de condições físicas adversas, 

sua resistência a agentes antimicrobianos e desinfetantes de uso habitual (Young et al, 

1984). 

 Considerado oportunista, raramente é causa de infecções comunitárias em 

indivíduos saudáveis, porém é um dos principais agentes de infecção em indivíduos 

com defesas diminuídas, prevalecendo nas infecções hospitalares. As infecções 

causadas por P. aeruginosa podem variar desde infecções superficiais da pele a 

septicemia grave, podendo causar infecção aguda pela produção de toxinas e infecção 

crônica pela ação da camada espessa que consiste no seu biofilme, e ainda, pode resultar 

no somatório dos tipos de infecção pela ação concomitante desses componentes.  

Epidemiologicamente, no Brasil, entre os anos de 2003 e 2008, Pseudomonas 

aeruginosa foi a causa mais freqüente de infecções do trato respiratório, a segunda 

causa mais freqüente de infecções urinárias e infecções de ferida cirúrgica e o quinto 

patógeno mais comum em infecções da corrente sanguínea (Pfaller et al, 1998; Sader et 

al, 2004, Andrade et al, 2008). 

A importância clínica de P. aeruginosa está baseada na sua erradicação difícil 

desde processos infecciosos e contínuos fracassos terapêuticos (Yoneda et al., 2005). A 

espécie citada possui resistência natural às diversas classes de antibióticos e possui a 

habilidade de adquirir resistência cujos, mecanismos de resistência são expressos de 
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forma individual ou combinada. As opções terapêuticas para o tratamento das infecções 

causadas por este microrganismo são, portanto, limitadas e incluem os beta-lactâmicos 

como penicilinas com atividade antipseudomonas, cefalosporinas de amplo espectro, 

aztreonam, carbapenens, fluoroquinolonas e aminoglicosídeos (Carmeli et al, 1999; Doi 

et al, 2006; Bassetti et al, 2008). Infelizmente, o amplo uso destes compostos tem 

selecionado um alto índice de resistência. O principal problema tem sido o constante 

aparecimento de cepas multirresistentes (MRS).  Assim, o tratamento de escolha tem se 

baseado na atividade sinérgica da combinação aminoglicosídeo/beta-lactâmico, porém, 

no Brasil, os índices de resistência para ambos antibióticos têm aumentado 

drasticamente nos últimos anos, conforme mostrado em estudos multicêntricos, sejam 

do SENTRY, MISTYC, ou grupos de pesquisas independentes (Tabela 1). 

Tabela 1. Índice de resistência em Pseudomonas aeruginosa isoladas no Brasil 

Resistência (%) 

Antibióticos 

SENTRY 

BRASIL 

Sader et al, 

2001 

Gales et al., 

2001 

Barth et al, 

2001 

Pellegrino 

et al, 2002 

Zavascki et 

al., 2004 

MYSTIC 

BRASIL 

Kiffer et al, 

2005 

SENTRY 

BRASIL 

Andrade et 

al, 2008 

Ceftazidima 34,3 37,4 40,5 36,5 48,7 36,0 30,9 

Imipenem 30,2 28,0 30,2 38,3 58,9 36,6 26,3 

Amicacina 30,5 29,9 37,9 35,6 57,6 33,8 28,7 

Gentamicina 37,7 41,6 44,4 48,0 - 44,3 - 
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1.1 - Betalactamases de amplo espectro em Pseudomonas aeruginosa 

Diferentes mecanismos de resistência aos beta-lactâmicos são descritos em 

Pseudomonas aeruginosa: perda ou expressão reduzida de proteínas de membrana 

externa, conhecidas como porinas; hiperexpressão de bombas de efluxo; alterações nas 

proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs) e produção de beta-lactamases intrínsecas e/ou 

adquiridas (Poirel et al., 2000). 

Na clínica, durante as últimas décadas, houve aumento do uso de cefalosporinas 

de última geração para o tratamento de infecções hospitalares e este acontecimento vem 

sendo acompanhado pelo aparecimento de amostras de Pseudomonas aeruginosa 

produtoras de beta-lactamases de amplo espectro, conhecidas como ESBLs (Carmeli et 

al, 1998; Carmeli et al, 1999; Castanheira et al, 2004; ). Amostras produtoras destas 

enzimas são resistentes às cefalosporinas de amplo espectro, como a ceftazidima, 

cefotaxima, ceftriaxona e a outros agentes da classe dos beta-lactâmicos (Carmeli et al, 

1998; Carmeli et al 1999) 

As beta-lactamases são enzimas que hidrolisam o anel beta-lactâmico dos 

antibióticos, desta maneira destroem o sítio ativo do antibiótico e impedem sua 

atividade. Caracterizam-se por sua capacidade de inibir determinados subgrupos de 

beta-lactâmicos e é por isso que algumas subclassificações as denominam penicilinases, 

cefalosporinases ou carbapenemases, dependendo da família de beta-lactâmicos que 

tenha maior suscetibilidade de ser atacada pela enzima. (Gales et al., 2003; Lincopan et 

al., 2005; Sader et al., 2005). As ESBLs foram identificadas em membros da família 

Enterobacteriaceae desde a década de 1980, e recentemente vêm sendo descritas em 

amostras de Pseudomonas aeruginosa. As ESBLs encontradas em amostras de 

Pseudomonas aeruginosa são as da classe A de Ambler, TEM e SHV, freqüentes em 
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membros das enterobactérias; PER, provenientes principalmente da Turquia; VEB, 

encontradas em amostras do sul da Ásia; GES e IBC originários da França, Grécia e Sul 

da África e a da classe D de Ambler, OXA (Nordman et al, 1998; Weldhagen et al, 

2003). Devido aos genes que codificam estas enzimas terem sido encontrados em um 

número limitado de regiões geográficas, acredita-se que esses genes tenham um nicho 

ecológico específico (Waldhagen et al, 2003). 

Estas enzimas são pouco relacionadas geneticamente, porém, compartilham 

características hidrolíticas similares.  Entre elas, a mais comumente encontrada em 

Pseudomonas aeruginosa é a enzima do tipo OXA. Diferentemente das enzimas da 

classe A, este tipo é fracamente inibido pelo ácido clavulânico e é dificilmente 

identificada em laboratórios clínicos  por meio de métodos de detecção fenotípica (Yan 

et al, 2006). Embora, a presença de ESBLs em Pseudomonas aeruginosa possa ser 

inferida pelo perfil fenotípico de resistência à ceftazidima, a sua confirmação por 

métodos convencionais de sinergismo, utilizando-se clavulanato e cefalosporinas de 

amplo espectro é afetada pelas características intrínsecas deste microrganismo (i.e., 

produção da enzima codificada por gene cromossômico  AmpC) (Weldhagen et al, 

2003). Assim, quando há suspeita de cepa produtora de ESBL, técnicas moleculares 

baseadas em PCR ou hibridação, poderiam ser mais apropriadas para confirmar o 

diagnóstico.  

1.2 – Produção de metilases 16S RNAr em Pseudomonas aeruginosa 

Aminoglicosídeos são produzidos por espécies de actinomicetos, as quais são 

intrinsecamente resistentes a estes metabólitos secundários produzidos. Assim como 

para os β-lactâmicos, a presença de enzimas também pode conferir resistência aos 

aminoglicosídeos. Diferentemente das β-lactamases, as enzimas que conferem 

resistência aos aminoglicosídeos agem modificando quimicamente a estrutura do 
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antibiótico, antes que este se ligue ao seu alvo (subunidades do ribossomo). A 

modificação enzimática pode afetar tanto grupos aminas como hidroxilas mediante 

processos de O-fosforilação por fosfotransferases (APH) ou O-adenilação, por 

nucleotidiltransferases (ANT) dependentes de ATP, ou mediante um processo de N-

acetilação por acetiltransferases (AAC) dependentes de acetil CoA. Deste grupo de 

enzimas, denominadas AAC(6’), ANT(2’’), e APH(3’) têm sido as mais freqüentemente 

descritas em isolados de P. aeruginosa resistentes a antibióticos como gentamicina, 

tobramicina, amicacina e neomicina (Doi et al, 2007). 

 Recentemente, foi descrito um novo mecanismo de resistência associada com a 

metilação sítio-específia do RNA ribossômico 16S, mediada por um novo grupo de 

enzimas conhecidas como metilases 16S RNAr. (Dói et al., 2007). Até há pouco tempo 

acreditava-se que este mecanismo de resistência não existia em espécies clínicas 

relevantes, porém, em 2003 foram relatadas cepas de Pseudomonas aeruginosa e 

Klebsiella pneumoniae que produziam metilases 16S RNAr (Galimand et al, 2003; 

Yokoyama et al,2003). Estas enzimas mostraram a capacidade  de conferir um 

extraordinário nível de resistência a aminoglicosídeos, utilizados na clínica tais como 

amicacina, tobramicina e gentamicina (Doi et al, 2007) 

A monoterapia com aminoglicosídeos como amicacina e gentamicina raramente 

é utilizada. Alguns protocolos recomendam para o tratamento de infecções por 

Pseudomonas aeruginosa a combinação de beta-lactâmicos e aminoglicosídeos para 

minimizar os riscos de falha terapêutica devido à emergência de resistência. Porém, 

foram relatadas cepas capazes de co-produzirem enzimas beta-lactamases de amplo 

espectro ou metalo-beta-lactamases, juntamente com a produção de metilases, ou seja, 

contribuindo para um fenótipo multidroga-resistente (Doi, 2006; Lincopan et al., 2009). 

A emergência de cepas com essas características tem um grande impacto clínico tendo 
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em vista a escassez de terapias efetivas no tratamento de infecções causadas por este 

patógeno. 

   Em 2002, na Polônia, um gene que codificava uma metilase 16S RNAr, 

posteriormente designada como ArmA, foi depositado como parte da seqüência de um 

plasmídeo de Citrobacter freundii.  Em 2003, uma cepa resistente a aminoglicosídeos 

de Pseudomonas aeruginosa foi isolada no Japão e descrita como produtora de metilase 

16S RNAr. Esta nova enzima foi chamada de RmtA e mostrava uma semelhança de 

35% com metilases 16S RNAr de vários actinomicetos, sugerindo que os genes são 

adquiridos horizontalmente de microrganismos não patogênicos. Também no Japão, 

foram identificadas as enzimas RmtB em Serratia marcescens,muito relacionada à 

RmtA, compartilhando 82% dos aminoácidos e RmtC em uma amostra de Proteus 

mirabilis.  A metilase 16S RNAr mais recentemente encontrada foi a RmtD. Esta 

enzima foi encontrada em uma amostra clínica de Pseudomonas aeruginosa do Brasil 

que também produzia a metalo-beta-lactamase SPM-1. Esta cepa era fortemente 

resistente a carbepens assim como a aminoglicosídeos (Dói, 2006).  

Todos os genes das metilases 16S RNAr até hoje descritos estão associados com 

elementos genéticos móveis, como os transposons, aumentando a sua capacidade de 

disseminação horizontal intra e inter espécies. Além do mais, estes microrganismos têm 

mostrado uma alta capacidade de desenvolver resistência à múltiplas classes de 

antimicrobianos, especialmente pela aquisição de vários genes  codificadoras de beta-

lactamases. Estudos realizados em um hospital universitário de Taiwan mostraram que 

entre 35 isolados clínicos positivos para as metilases 16S RNAr ArmA e RmtB, 33 

produziam também as beta-lactamases de amplo espectro (ESBL) CTX-M ou SHV. 

Observações semelhantes também foram feitas na Koréia do Sul. Como citado 

anteriormente, a primeira metilase 16S RNAr RmtD, descrita no Brasil, foi identificada 
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em uma cepa de Pseudomonas aeruginosa que também produzia a metalo-beta-

lactamase SPM-1 (Doi et al, 2006; Doi et al, 2007a; Doi et al, 2007b; Yamane et al, 

2007;Yamane et al, 2008) 

 

2.) Revisão da Literatura 

 

2.1.Características de Pseudomonas aeruginosa 

 

 Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram negativo não fermentador da 

glicose, aeróbio estrito, não formador de esporos e móvel que pode ser isolado do solo 

da água, das plantas e mesmo dos animais, incluindo os seres humanos (Trabulsi et al, 

2006). No ambiente hospitalar colonizam pias, torneiras, soluções anti-sépticas 

(desinfetantes e de uso terapêutico) e equipamentos respiratórios que lhe servem de 

reservatório devido à sua habilidade de sobreviver por períodos prolongados em 

ambientes úmidos (Iglewski, 1996; Moolenar et al., 2000). Fatores como a habilidade 

de utilizar uma grande variedade de substratos orgânicos como fontes de carbono, a 

habilidade de colonizar nichos ecológicos diversos, e a capacidade de sobreviver por 

longos períodos em ambientes úmidos contribuem para as características apresentadas 

pelas amostras de P. aeruginosa (Pollack, 1984). 

 P. aeruginosa é facilmente reconhecida nos meios de isolamento primário com 

base na sua morfologia colonial característica, produção de pigmento e odor adocicado 

semelhante ao de uvas. As colônias são geralmente planas e espalhadas com bordas 

irregulares e brilho metálico. Podem apresentar-se com outras morfologias, incluindo 

lisas, mucóides e anãs (Blondel-Hill et al., 2007). 
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 Esse microrganismo produz várias substâncias que podem contribuir para 

aumentar a colonização e infecção do tecido hospedeiro. Uma variedade de fatores de 

virulência incluindo lipopolissacarídeos (LPS), exotoxina A, leucocidina, alginato, 

proteases, fosfolipases e várias outras enzimas, fazem de P. aeruginosa a bactéria de 

maior significância clínica entre os bacilos Gram-negativos não fermentadores de 

glicose (Win, Jr. et al., 2006). 

 Conhecida há muitos anos por ser causadora de infecções cirúrgicas e de 

ferimentos graves, geralmente, considerada um invasor secundário ou oportunista e não 

causa de infecções primárias em tecidos saudáveis.  P. aeruginosa tem emergido como 

um dos principais patógenos nosocomiais em imunocomprometidos e pacientes 

debilitados, bem como em pacientes com fibrose cística (Pier et al, 2005). Os dados do 

programa SENTRY mostraram que, no Brasil, P.aeruginosa foi o patógeno mais 

freqüente em isolados de pneumonia hospitalar, o segundo em infecções do trato 

urinário e infecções de ferida cirúrgica e o sétimo patógeno mais freqüente em infecções 

da corrente sangüínea, nos hospitais avaliados pelo programa (Sader et al., 2001). Foi 

considerado também o segundo patógeno mais freqüente em infecções de pacientes 

queimados (Santucci et al., 2003). A alta incidência de P. aeruginosa pode ser atribuída 

a diversas propriedades como a fácil adaptação às condições ambientais de nutrição, 

temperatura e umidade, e a sua capacidade de receber e transmitir fatores de resistência 

a antimicrobianos (Favero et al., 1971). 

 

2.2. Resistência aos Beta-lactâmicos em Pseudomonas aeruginosa 

 O aumento da resistência aos antimicrobianos entre as bactérias Gram negativas 

é um exemplo notável de como as bactérias podem manter e expressar novas 

informações genéticas que conferem resistência a uma ou a várias drogas (WALSH et 

al., 2005). A alta resistência de P. aeruginosa aos antimicrobianos e desinfetantes, 
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resultante de mecanismos intrínsecos e adquiridos, tornou bastante limitada a 

possibilidade de escolha de agentes efetivos para tratar estas infecções (Hancock, 1998). 

Um grupo importante de antimicrobianos que atua na síntese da parede celular é o grupo 

dos beta-lactâmicos, que constituem uma família de substâncias caracterizadas pela 

presença de um grupamento químico heterocíclico azetidiona denominado anel 

betalactâmico, responsável pela atividade antimicrobiana desses compostos (Livermore, 

1995). Ao grupo dos betalactâmicos pertencem duas das mais importantes classes de 

antibióticos: as penicilinas e as cefalosporinas. Entre os últimos antibióticos beta-

lactâmicos descritos destacam-se as cefamicinas e os carbapenêmicos (Hancock, 1998). 

 Diferentes mecanismos de resistência aos betalactâmicos são descritos em 

Pseudomonas aeruginosa, como: perda ou expressão reduzida de proteínas de 

membrana externa (porinas), alteração nas proteínas ligadoras de penicilinas ( PBPs, 

penicillin-binding proteins) ,  super expressão de bombas de efluxo, ou ainda, produção 

de enzimas beta-lactamases.  

 As proteínas de membrana externa dos microrganismos Gram-negativos, 

também chamadas de porinas, são proteínas capazes de formar canais constituídos de 

água no seu interior que permitem a difusão de solutos hidrofílicos através da 

membrana externa e a extrusão de produtos não utilizados pela célula bacteriana 

(Nikaido, 1994). A perda ou a diminuição da expressão dos genes que codificam as 

OMPs causam a redução da entrada de antibióticos na célula, diminuindo a 

concentração interna do antimicrobiano, o que pode conferir resistência aos beta-

lactâmicos (Quinn et al, 1988).  

 As proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs) são carboxipeptidases localizadas 

na membrana citiplasmática que atuam catalisando a transpeptidação entre duas 

subunidades de mureína na etapa de estruturação do peptidioglicano, constituinte 

essencial da parede celular bacteriana. (Spratt et al, 1988). As PBPs são os sítios-alvo 
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para a atividade dos antimicrobianos da classe dos beta-lactâmicos. Estes ligam-se 

covalentemente às PBPs impedindo a formação da parede celular e causando a lise 

osmótica da célula. A resistência aos beta-lactâmicos, devido a alterações nas PBPs, é 

mais comum em microrganismos Gram-positivos que em Gram-negativos (Lincopan & 

Mamizuka, 2007). 

 As bombas de efluxo são complexos enzimáticos de membrana que expulsam da 

célula detergentes, as substâncias anfipáticas que poderiam destruir a bactéria. Estes 

sistemas ativos de expulsão são os responsáveis pela “impermeabilidade” à maioria dos 

antibióticos (Li et al., 2000; Piddock, 2006). Os genes que codificam as bombas de 

efluxo são constituintes normais do genoma bacteriano e, portanto, fornecem para o 

microrganismo o potencial intrínseco de desenvolver um fenótipo de resistência aos 

beta-lactâmicos sem a aquisição de novos genes (Hasdemir et al, 2004). Esses sistemas 

de efluxo contribuem para a resistência intrínseca e adquirida de Pseudomonas 

aeruginosa através da extrusão de vários antimicrobianos como tetraciclinas, 

fluoroquinolonas, cloranfenicol, eritromicina e betalactâmicos (Li et al, 1994). Alguns 

desses sitemas conferem também resistência a compostos quartenários de amônio e 

desinfetantes (Nikaido, 1998). A energia para este transporte é obtida através do 

gradiente de prótons presentes na membrana externa.  

 Dentre os diferentes mecanismos de resistência aos beta-lactâmicos em 

Pseudomonas aeruginosa, a produção de enzima beta-lactamases é o mecanismo 

prevalente e mais importante (Laraki et al, 1999). Penicilinas, cefalosporinas, 

monobactâmicos e carbapenens podem ser hidrolisados por este grupo de enzimas, e a 

interação entre essas enzimas e seus substratos resulta em compostos inativos que 

permitem a sobrevida da célula bacteriana (Bush, 2001).  
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2.3.Produção de Beta-lactamases em Pseudomonas aeruginosa 

 

 Entre as amostras de P. aeruginosa, a produção aumentada de AmpC, as ESBLs 

e as metalo-beta-lactamases desempenham papéis importantes na resistência à 

antimicrobianos utilizados para o tratamento de infecções causadas por este agente. 

(Jacoby et al, 2005). 

 Diferentes tipos de beta-lactamases foram descritos e inúmeras tentativas de 

estabelecer um sistema de classificação para estas enzimas foram propostas ao longo 

dos anos. Os sistemas mais utilizados hoje para classificar estas enzimas beta-

lactamases são os de Ambler e o de Bush.  

 Segundo o esquema de Ambler, as ESBLs podem ser divididas em 4 classes 

evolucionárias distintas: A) Beta-lactamases de espectro ampliado (ESBLs), 

penicilinases e carbenicilinases; B) metalo-beta-lactamases; C) cefalosporinases 

cromossomais e; D) oxacilinases. As beta-lactamases SHV- e TEM- são pertencentes à 

classe A, Já as OXA- derivadas são pertencentes à classe D (oxacilinases). Ambas 

classes possuem uma serina como seu principal resíduo catalítico, localizada no seu 

sítio ativo. (Ambler et al, 1991).  

 O esquema de Bush classifica as enzimas segundo o perfil do substrato e 

características físicas como peso molecular e ponto isoelétrico. Neste, as ESBLs são 

divididas em dois subgrupos: 2be (TEM- e SHV-) e 2d (OXA-). Em geral, estes dois 

subgrupos são inibidos pelo ácido clavulânico (Bush, 1995). 

 No quadro 1 estão apresentadas as características funcionais e moleculares dos 

principais grupos de beta-lactamases ( adaptado de Bush, 2001) 
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2.4.Beta-lactamases de espectro ampliado - ESBL 

 As beta-lactamases de espectro ampliado (ESBLs) pertencem em sua maioria à 

classe A de AMBLER e estão distribuídas no grupo 2 de BUSH-JACOBY-

MEDEIROS. São inibidas pelo ácido clavulânico e conferem resistência a diversas 

cefalosporinas de amplo espectro. Desde o início da década de 1980 essas enzimas 

passaram a ser frequentemente identificadas em membros da família das 

Enterobacteriáceas, no entanto apenas recentemente as ESBLs vêm sendo descritas em 

amostras de P. aeruginosa (Medeiros, 1997; Celenza et al 2006; Picão et al 2009).  

Primeiramente descritas na Alemanha e na França entre o gênero Klebsiella, as 

ESBLs existem em todas as regiões do globo e disseminado entre as enterobactérias e, 

mais atualmente em membros do grupo dos não fermentadores.  A enzima CTX-M é 

hoje a mais encontrada em enterobactérias, enquanto as enzimas dos tipos PER e OXA 

são mais comuns em Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. Novas enzimas 

estão sendo descobertas e, por enquanto, estas parecem possuir um nicho, restrito a 

apenas algumas regiões do globo (Livermore, 1995; Bush, 2001; Shah, 2002; 

Rodriguez-Bano, 2004; Helfand, 2006). 
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Quadro 1 - Características dos principais grupos de beta-lactamases. 

Adaptado de Bush, 2001 

  

 

Classificação de 
BUSH -JACOBY-     
MEDEIROS, 1995 

 
Classificação de 
AMBLER, 1989 

 
Características funcionais 

Grupo Funcional Classe Molecular  
1 C Enzimas cromossômicas e 

plasmidiais dos Gram-negativos. 
Isoladamente conferem resistência a 
todos os beta-lactâmicos, exceto 
carbapenens. Não são inibidas pelo 
ácido clavulânico 

2 A, D Grande maioria das enzimas; inibidas 
por ácido clavulânico 

2a A Penicilinases produzidas por 
Staphylococcus spp. e Enterococcus 
spp. Conferem altos níveis de 
resistência às penicilinas  

2b A Beta-lactamases de espectro reduzido 
de bactérias Gram-negativas. Inclui 
TEM-1 e SHV-1 

2be A Beta-lactamases de espectro ampliado 
conferem resistência às 
cefalosporinas de amplo espectro e 
monobactâmicos 

2br A Beta-lactamases derivadas da TEM 
resistentes ao inibidor de B-
lactamases (IRT) 

2c A Enzimas que hidrolisam a 
carbenicilina 

2d D Enzimas que hidrolisam a cloxacilina 
(oxacilina); pouco inibidas pelo ácido 
clavulânico 

2e A Cefalosporinases inibidas pelo ácido 
clavulânico 

2f A Enzimas que hidrolisam carbapenens 
com sítio ativo serina, inibidas pelo 
ácido clavulânico 

3 B Metalo-beta-lactamases que conferem 
resistência aos carbapenens e todos os 
outros beta-lactâmicos,  com exceção 
dos monobactâmicos. Não são 
inibidas por ácido clavulânico 

4 Não Determinada Enzimas não seqüenciadas que não se 
encaixam em outros grupos 
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 A maioria das ESBLs são derivadas das enzimas TEM e SHV. Existem mais de 

150 tipos de enzimas derivadas da beta-lactamase TEM e mais de 100 tipos derivadas  

de  SHV (http://www.lahey.org/studies/). Em ambos os grupos de enzimas, algum ponto 

de mutação no gene, leva a um fenótipo de espectro ampliado ( Jaccoby, 1991; Bush et 

al, 1995). 

 

2.4.1. Enzimas do tipo TEM 

 TEM-1 é a beta-lactamase mais encontrada nas bactérias Gram-negativas. Mais 

de 90% da resistência a ampicilina em E. coli é relacionada à produção de TEM-1. 

TEM-1 é capaz de hidrolizar penicilinas e cefalosporinas de 1º geração. TEM-2, a 

primeira derivada de TEM-1, difere da original por uma simples substituição de 

aminoácidos, porém, não capaz de alterar o perfil do substrato. TEM-3 é conhecida por 

ser a primeira beta-lactamase a apresentar o fenótipo ESBL. Nos anos posteriores, mais 

de 90 enzimas derivadas de TEM foram descritas, a maioria com fenótipo ESBL 

(Livermore, 1995; Braddford, 2001).  

As combinações de substituições de aminoácidos que ocorrem na enzima TEM, 

resultam em alterações do fenótipo, como a habilidade de hidrolisar oximino-

cefalosporinas específicas como ceftazidima e cefotaxima. (Mugnier et al, 1996; 

Marchandin et al, 2000). 

Um estudo de vigilância na França indica que menos de 2% do total de isolados 

de P.aeruginosa são produtores de beta-lactamases do tipo TEM (Weldhagen et al 

2003, Braddford et al, 2001) 
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2.4.2. Enzimas do tipo SHV 

 As enzimas beta-lactamases do tipo SHV são mais comumente encontradas em 

Klebsiella pneumoniae e está ligada a mais de 20% da resistência a ampicilina, mediada 

por plasmídeos encontrados nesta espécie. Em muitas cepas de K.pneumoniae, o gene 

blaSHV-1 está integrado no cromossomo bacteriano. Embora tenha sido sugerido que o 

gene que codifica SHV-1 possa existir como parte de um elemento de transposição, isto 

nunca foi provado. Diferente das enzimas do tipo TEM, existem poucos derivados das 

enzimas do tipo SHV. A maioria das variantes SHV que possuem fenótipo ESBL é 

caracterizada  por uma substituição de uma serina por uma glicina na posição 238.  Esta 

substituição é critica para a eficiente hidrólise da ceftazidima (Jacoby et al, 1991; Poirel 

et al, 2004; Braddford et al, 2001). 

As enzimas do tipo SHV foram identificadas em poucos isolados de 

Pseudomonas aeruginosa. A SHV-2 foi encontrada na França e, SHV-5 e SHV- 12 

foram encontradas na Tailândia. Estes isolados eram, em sua maioria, isolados 

nosocomiais. (Naas et al, 1999; Yan et al, 2001; Poirel et al, 2004). A análise das 

sequências de DNA adjacente ao gene que codifica SHV-2 encontrado em 

Pseudomonas aeruginosa revelou sequencias idênticas àquelas encontradas em um 

plasmídeo de Klebsiella pneumoniae, sugerindo que os genes que codificam estas 

enzimas podem ser transferidos geneticamente de membros da família 

Enterobacteriaceae, para isolados de Pseudomonas aeruginosa, entretanto, esse evento 

deve ocorrer com baixa freqüência, devido à possível incompatibilidade para a 

conjugação e replicação plasmidial entre os diferentes gêneros (Naas et al, 1999) 
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2.4.3. Enzima do tipo PER 

 

 O grupo PER de enzimas compreende as enzimas PER 1, PER 2 e PER 3.   A 

primeira enzima TEM-1 foi identificada na Turquia em cepas de Pseudomonas 

aeruginosa. Estudos subseqüentes mostraram que blaPER-1 estava amplamente 

disseminado na Turquia e foi identificado em vários isolados de Acinetobacter spp. e 

Pseudomonas aeruginosa (Vahaboglu et al, 1997).  É possível que a disseminação de 

PER-1 esteja relacionada com a imigração de pessoas provenientes da Turquia para 

outras regiões do mundo.  (Weldhagen et al, 2003).  

 

2.4.4.Enzimas do tipo GES 

  A enzima GES-1 foi inicialmente identificada de uma amostra de Klebsiella 

pneumoniae isolada no ano de 1998 (Poirel et ai., 2000). Essa beta-lactamase foi 

caracterizada de uma amostra coletada de um paciente  proveniente da Guiana Francesa. 

Posteriormente, GES-1 também foi encontrado em uma amostra de P. aeruginosa 

isolada em outro hospital da França (Dubois et ai., 2002). No ano de 2002, um surto de 

amostras K. pneumoniae produtoras de GES-1 foi detectado em Lisboa, Portugal 

(Duarte et ai., 2003). Vinte e quatro isolados recuperados de diferentes sítios foram 

identificados como produtores de GES-1, e o gene que codifica essa enzima foi 

encontrado em plasmídios de diversos tamanhos. 

A enzima GES-1 difere em dois aminoácidos da enzima denominada IBC-1 

caracterizada em amostras de Enterobacter cloacae isoladas na Grécia e difere em 

apenas um aminoácido de IBC-2, identificada em amostras isoladas no mesmo país 

(Giakkoupi et ai., 2004, Mavroidi et ai., 2001). 
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 Em 2001, uma nova variante de GES-1 foi relatada em uma amostra de P. 

aeruginosa isolada na África do Sul (Poirel et ai., 2001 b).  A enzima GES-2 possuía 

uma única alteração de aminoácido quando comparada a GES-1, no entanto, essa 

alteração ampliou o espectro de atividade da enzima que mostrava atividade catalítica 

contra imipenem, além das cefalosporinas de amplo espectro. A análise cinética de 

GES-2 mostrou uma eficiência catalítica contra imipenem 100 vezes maior do que a 

GES-1. Entretanto, a atividade da GES-2 permanece 1000 vezes menor do que outras 

carbapenemases como SME-1 e NMC-A. 

Recentemente, novas variantes de GES foram relatadas em amostras de K. 

pneumoniae isoladas no Japão (Wachino et ai., 2004a, Wachino et ai., 2004b). A GES-3 

foi isolada de amostras responsáveis por um surto em uma UTI neonatal, e a GES-4 foi 

isolada de um neonato internado nessa mesma unidade. GES-4, assim como a GES-2 

apresentaram níveis intermediários de resistência à imipenem quando expressa em uma 

linhagem de E. coli hospedeira. 

Recentemente foram isoladas amostras de Pseudomonas aeruginosa e K. 

pneumoniae que carregavam blaGES-1 e blaGES-7, relatadas no Brasil 

respectivamente, por Castanheira et al, 2006 e Dropa et al., 2009 . 

 

2.4.5.Enzimas do tipo OXA 

 As enzimas do tipo OXA compõem outra família de ESBL em expansão. 

Essas enzimas diferem das enzimas do tipo TEM e SHV, por pertencerem à família 

molecular D e grupo funcional 2d, que conferem resistência a ampicilina e cefalotina, 

além de serem caracterizadas por sua elevada atividade hidrolítica contra oxacilina e 

cloxacilina, e reduzida inibição pelo ácido clavulânico. São encontradas principalmente 

em Pseudomonas aeruginosa. 



 
 

 
 

21 

 As ESBL do tipo OXA originaram-se a partir de mutações em OXA-10. Estas 

conferem fraca resistência à oximino-cefalosporinas quando clonadas em Escherichia 

coli; porém, conferem altos níveis de resistência em transconjugantes de Pseudomonas 

aeruginosa. Em contraste com a maioria das enzimas OXA, que conferem maior 

resistência a ceftazidima, o tipo OXA-17 confere resistência a cefotaxima e ceftriaxona, 

e apenas pequena redução da sensibilidade a ceftazidima. (Bradford et al 2001) 

 

2.4.6.Enzimas do Grupo VEB 

 A ESBL do grupo VEB-1 foi primeiramente caracterizada em um isolado de 

Escherichia coli de uma criança transferida do Vietnã para um hospital na França (Naas 

et al., 2000). Posteriormente, VEB-1 foi encontrada em uma amostra de P. aeruginosa 

de dois pacientes da Tailândia, também transferidos para a França (Girlich et al., 2001). 

Um estudo realizado em um hospital universitário da Tailândia revelou que 93% das 

amostras de P. aeruginosa resistentes à ceftazidima isoladas nessa instituição eram 

produtoras de VEB-1.  

 Além de amostras de P. aeruginosa, blaVEB foi encontrado em amostras de 

enterobactérias resistentes à ceftazidima isoladas no mesmo hospital. Durante esse 

mesmo estudo, uma variante de blaVEB-1 foi identificada e o novo gene foi 

denominado blaVEB-2. A proteína codificada por esse gene tem apenas uma alteração 

de aminoácido localizada fora do sítio ativo da enzima, quando comparada a VEB-1. No 

Kuwait, amostras de P. aeruginosa produtoras de VEB-1 foram identificadas e, dentre 

as amostras avaliadas foram identificadas variantes de blaVEB-1, que possuem 

alterações de um único nucleotídeo, não gerando alteração da proteína final. Essas 

variantes foram denominadas blaVEB-1 a e blaVEB-1 b (Poirel et al., 2001). 
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2.4.7.Enzimas do tipo CTX-M 

 Nos últimos anos, tem sido encontrada uma nova família de ESBLs mediadas 

por plasmídios, chamada CTX-M, que hidrolisa preferencialmente cefotaxima. Sua 

primeira descrição ocorreu em 1990, em uma cepa de Escherichia coli (Bauernfeind et 

al., 1990) e logo depois, em Salmonella enterica serovar typhimurium (Bauernfeind et 

al., 1992), tendo rápida expansão. É relatada como tipo predominante na América do 

Sul (Livermore e Brown, 2001; Bonnet 2004), inclusive no Brasil (Bonnet et al., 2000). 

Foi descrita em E. coli e Klebsiella pneumoniae em Taiwan (WU et al., 2003) e na 

Itália,foi detectada no mesmo período  em Proteus vulgaris (Pagani et al., 2003). Já foi 

encontrada também em Citrobacter freundii na Polônia (Gniadkowski et al., 1998) e em 

outras espécies de Enterobactérias, ocorrendo na Europa, África, Ásia, América do Sul e 

mais recentemente na América do Norte (Bonnet, 2004). Muito recentemente foi 

descrito em cepas de Pseudomonas aeruginosa na Holanda, Bolívia e no Brasil. (Al et 

al, 2006; Celenza et al, 2006; Picão 2009).  

 Essas enzimas não foram ainda relatadas como TEM e SHV, e apresentam 40% 

de homologia com as mesmas, podendo ter origem evolucionária em enzimas do tipo 

AmpC cromossômicas de Kluyvera ascorbata, com as quais apresentam alta homologia 

(Humeniuk et al., 2002).  Estudos filogenéticos dessa família mostram que existem 

cinco grandes grupos baseados em suas seqüências de aminoácidos. O grupo I inclui 

CTX-M-1; CTX-M-3; CTX-M-10 a 12; CTX-M-15; CTX-M-22; CTXM-23 e CTX-M-

28 a 30. O grupo 2 CTX-M-2; CTX-M-4 a 7; CTX-M-20 e Toho-1. O grupo III inclui 

CTX-M-8 , o grupo IV CTX-M- 9; CTX-M-13; CTX-M-14; CTX-M-16; CTX-M-19; 

CTX-M-21; CTM-X-27 e Toho-2 e o grupo V CTX-M-25 e 26 (Thompson, Higgins e 

Gibson, 1994). A figura 1 mostra como as enzimas CTX-M estão disseminadas pelo 

mundo em membros da família Enterobacteriaceae. Os membros do mesmo grupo 
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exibem similaridade maior que 94% entre suas seqüências de aminoácidos, enquanto 

entre grupos diferentes a semelhança é menor que 90%. A distância evolucionária entre 

os grupos pode supor evolução a partir de ancestrais diferentes (Bonnet,2004). 

 Estudos cinéticos mostram que enzimas do tipo CTX-M hidrolisam cefalotina ou 

cefaloridina melhor que benzil-penicilina, e possuem maior afinidade por cefotaxima 

que por ceftazidima. A CIM para ceftazidima varia entre 0,5 a 2 µg/mL, enquanto a 

CIM da cefotaxima varia de 8 a 256 µg/mL, existindo alguma hidrólise da ceftazidima 

mas não suficiente para conferir resistência aos produtores destas enzimas.  Tais 

enzimas são inibidas por tazobactam mais eficientemente do que por sulbactam ou 

clavulonato (Matsumoto e Inoue, 1999; Péduzzi et al., 1997). 

 

 

 

Adaptado de Cantón et al, 2006 

Figura 1. Disseminação dos grupos da enzima CTX-M pelo mundo em 2006. 
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2.5. Detecção de beta-lactamases de espectro ampliado 

Identificar organismos que são produtores de ESBLs pode ser um grande 

desafio. Alguns métodos têm sido propostos, baseados na interferência dos inibidores de 

beta-lactamases  na produção de ESBL (Jiang, 2006). 

  Existem  cefalosporinas  com diversa habilidade de detectar enzima ESBL  que 

está relacionada com a presença do tipo predominante da enzima em diferentes regiões 

do mundo. Isso demonstra a importância de se adaptar os testes de detecção de ESBL 

para determinadas áreas geográficas, hospitais e gêneros bacterianos particulares. Além 

disso, esses testes devem ser avaliados periodicamente, monitorando assim a introdução 

de novas enzimas que inativam  antibióticos (Navon-Venezia et al., 2003). 

 Segundo a CLSI, os antibióticos ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima e 

aztreonam devem ser utilizados como “marcadores” da possível presença de ESBLs, 

sendo a confirmação feita por meio de disco combinado.  Há recomendação do CLSI   

para que testes de triagem e confirmação sejam realizados rotineiramente para 

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e Escherichia coli, consideradas produtoras 

clássicas destas enzimas, além de Proteus mirabilis. Além dos testes recomendados pelo 

CLSI, existem outras padronizações que podem ser empregadas na pesquisa fenotípica 

de ESBL em isolados bacterianos, entre elas a British Society for Antimicrobial 

Chemoterapy Methodology (BSAC). Segundo esta regulamentação, é possível pesquisar 

tais enzimas em outros membros da família Enterobacteriaceae, abrangendo 

microrganismos que não são contemplados pelo CLSI (Andrews, 2007). 

Esta primeira triagem pode ser feita durante a realização do antibiograma de 

rotina. O consenso geral preconiza que organismos produtores de ESBL devem ser 

relatados como resistentes a todas as penicilinas, cefalosporinas e aztreonam 

(Livermore, 1995; Bradford, 2001; CLSI, 2007).  
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Muitos estudos têm relatado erros na detecção de ESBL. Uma das razões é que 

muitos microrganismos produtores destas enzimas possuem, in vitro, valores de 

concentração inibitória mínima abaixo dos "breakpoints" sugeridos (Bradford, 2001). 

Além disso, a diminuição da permeabilidade da bactéria aos antimicrobianos e a 

produção de outras enzimas beta-lactamases, em especial as induzíveis, de origem 

cromossômica presentes em várias espécies, podem mascarar a presença de ESBLs 

(Varela et al., 2001; Schwaber et al., 2004; Thomson, 2001).  

Em Pseudomonas aeruginosa a produção de betactamases AmpC é um 

fenômeno constitutivo, e vários estudos têm mostrado a emergência da produção destas 

enzimas em membros da Família Enterobacteriaceae. Não detectar ESBLs nestes 

patógenos pode ter um impacto significativo aos pacientes, especialmente naqueles 

tratados com cefalosporinas de espectro ampliado (Medeiros, 1997;  Bradford, 2001; 

Paterson, 2005; CLSI, 2007; Helfand, 2006; Perez, 2007). 

 

2.6) Medidas de controle 

 O controle do uso de antimicrobianos pode reduzir a pressão seletiva, 

contribuindo para a redução da incidência de cepas produtoras de ESBLs. Uma forte 

correlação entre o uso de cefalosporinas de terceira geração, como a ceftazidima, e a 

resistência aos antimicrobianos em Klebsiella pneumoniae, tem sido repetidamente 

demonstrada. Além disso, um declínio na prevalência de K. pneumoniae produres de 

ESBL  tem sido documentado em instituições que racionalizaram o uso de outras drogas 

de amplo espectro (Patterson, 2001). 

 Outro problema está relacionado ao aumento do uso de imipenem, sugerido 

como melhor opção terapêutica em infecções por bactérias produtoras da enzima ESBL 

em hospitais  da América Latina.. Esta ação, porém, tem aumentado a incidência de 
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Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp resistentes a esse antibiótico (Sader et al., 

2003) 

 Alguns estudos mostram que o controle do uso dos antimicrobianos e a 

implementação de medidas de controle de infecções diminuem substancialmente a 

freqüência de isolamento de bactérias produtoras de ESBL (Patterson, 2005). 

 

2.7) Disseminação horizontal de genes de ESBL 

 Diversos fatores contribuem para o êxito das bactérias produtoras de ESBL, 

como determinantes de resistência, no entanto a grande capacidade de disseminação dos 

genes que codificam essa beta-lactamase mostram que esse é um problema 

contemporâneo, de grande importância e que aumenta as preocupações com o uso 

indiscriminado de antibióticos no ambiente hospitalar (Spencer et ai., 2001). A 

habilidade dos bacilos Gram-negativos de adquirir genes de resistência aos 

antimicrobianos e, subsequentemente, disseminá-los para inúmeras espécies bacterianas 

é plenamente explicada pela transferência de plasmídios, transposons e integrons. Os 

genes de resistência presentes em elementos móveis como transposons e/ou integrons 

podem ser transferidos para diversos plasmídios e, uma vez presente nos plasmídios, 

podem ser transferidos de uma bactéria para outra sendo assim disseminados (Recchia 

& Hall, 1997). 

2.7.1.Elementos genéticos móveis 

Os plasmídios são responsáveis pela disseminação de muitas beta-lactamases, 

no entanto, os genes que codificam essas enzimas  encontram-se inseridos em 

integrons, os quais frequentemente contêm outros genes que conferem resistência a 
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uma variedade de antibióticos. Por essa razão, as beta-lactamases são usualmente 

produzidas  por  organismos  que  também  são   resistentes  a   múltiplos  agentes 

antimicrobianos (Jacoby & Munoz-Price, 2005). A maioria das ESBLs de P. 

aeruginosa estão associadas à integrons, assim como inúmeros genes que conferem 

resistência aos aminoglicosídeos, trimetoprim/sulfametoxazol, cloranfenicol entre 

outros. (Poirel et al, 2002) 

Os integrons são unidades genéticas que incluem componentes para um sistema 

de recombinação sítio-específïca capazes de capturar e mobilizar genes contidos em 

elementos móveis chamados de genes cassetes. O integron também contém um 

promotor para a expressão dos genes cassetes (Bennett, 1999, Collis & Hall, 1995). Os 

componentes essenciais do integron são um gene “int” que codifica uma recombinase 

sítio-específica, pertencente à família das integrases e um sítio, adjacente a esse gene, 

de reconhecimento e ligação, chamado attl (Collis & Hall, 1995). O gene que codifica a 

integrase, incluindo o sítio de ligação attl é conhecido como sequência conservada 5' 

(5'-CS). O attl é reconhecido pela integrase e funciona como um sítio receptor para os 

genes cassetes (Partridge et al., 2000). 

 Os genes cassetes são elementos não-replicantes e incluem um gene que pode 

codificar resistência aos antimicrobianos e um sítio de recombinação integrase-

específico, membro da família de sítios conhecida como elementos de 59 bases (59-be). 

Genes cassetes podem existir tanto em sua forma livre circular ou podem estar 

integrados a um sítio attl. Somente quando integrados os genes cassetes são 

considerados formalmente parte de um integron (Collis et al., 1993, Partridge et al., 

2000). Um único evento de recombinação genética, envolvendo o sítio associado à 

integrase attl e um cassete associado ao 59-be, levam à inserção de genes cassetes em 

um integron receptor. A integrase pode catalisar eventos de recombinação do attl e o 
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59-be do gene cassete e também eventos de recombinação entre duas unidades de 59-be 

(uma no cassete a ser integrado e outra num gene cassete que já faz parte do integron), 

no entanto um estudo revelou que a integrase tem preferência pelo primeiro tipo de 

ligação descrita, entre o attl e o 59-be (Collis & Hall, 1992, Partridge et al., 2000). A 

integrase também catalisa eventos de recombinação que levam à excisão de genes 

cassetes, ocasionando a perda dos mesmos e gerando um cassete circular livre. Devido 

à habilidade de adquirir novos genes, os integrons têm um importante papel na 

evolução de genomas de plasmídios e transposons que os contêm (Coilis & Hall, 1992). 

Os integrons podem ser agrupados em dez diferentes classes, de acordo com a 

estrutura da integrase, mas apenas cinco dessas classes estão associadas a genes de 

resistência aos antimicrobianos. Contudo a maioria dos integrons que contém genes de 

resistência aos antimicrobianos, e, portanto também os genes que codificam as beta-

lactamases, pertencem à classe 1 (Correia et al., 2003). Os integrons da classe 1 (figura 

2) possuem a 5'-CS, característica desses elementos, e adicionalmente, na extremidade 

3', está acomodado um gene o qual codifica resistência a compostos de amônio 

quaternário denominado qacE∆1, truncado ao gene que codifica resistência à 

sulfonamida sul 1. Essa extremidade, que também é conservada nos integrons da classe 

1, é conhecida como 3´-CS. A inserção de genes cassetes entre as sequências 

conservadas 5´e 3´dá origem a novos integrons. 

 

Figura 2. Representação esquemática de integron de classe 1. 
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2.7.2. Ambiente genético de ESBLs 

 A análise do suporte genético como suporte para a origem, aquisição e 

disseminação das ESBLs mostra uma variedade de elementos genéticos. Estes 

elementos genéticos têm o potencial para uma rápida e eficiente disseminação entre 

várias espécies de bactérias. Alguns mecanismos movimentam os genes de maneira fácil 

e simples, outros possuem formas mais complexas para exercer esta função.  Muitas 

destas estruturas podem levar a um perfil de multidroga resistência aos antibióticos, mas 

algumas estão relacionadas com simples marcadores de resistência. Todos estes 

elementos fazem da análise do suporte genético um proceso muito complexo, mas 

estudá-los em conjunto com os genes codificadores de ESBLs é uma ferramenta perfeita 

para entendermos melhor como ocorre a disseminação dos genes de resistência e os 

fatores que podem estar relacionados a sua emergência ou expressão (Poirel et al, 

2008). A disseminação dos genes blaCTX-M é um problema atual quando comparado com 

a disseminação dos genes blaTEM ou blaSHV. Diferentes elementos genéticos podem estar 

envolvidos, como as sequências de inserção ISEcp1 e ISCR1 e também elementos 

relacionados aos fagos.  

 A sequência de inserção ISEcp1 tem sido identificada em associação com genes 

que codificam as enzimas CTX-M 1, CTX-M 2 e CTX-M 9. Esta mobilização ocorre 

com um processo peculiar de transposição, no qual sequências são mobilizadas por 

transposição, após o reconhecimento de uma variedade de sequências repetidas e 

invertidas de DNA conhecidas como right inverted repeats (IRRs) (Poirel et al, 2003). 

Algumas desta estruturas têm um papel de promotor. Por exemplo, ISEcp1 aumenta a 

expressão de blaCTX-M quando localizada em um plasmídeo.  
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 Um outro mecanismo de aquisição de genes blaCTX-M está relacionada ao 

processo de transposição mediada por sequência de inserção chamada de Rolling-circle 

(RC) ( Toleman et al, 2006 a e  b) Alguns genes blaCTX-M ocorrem em integrons tipo 

sul1 que correspondem ao integron classe 1 ligado a sua extremidade 3´ pelo gene da 

fase aberta de leitura orf 513 e uma duplicação do segmento quacE1/sul1. Nesta 

situação, o gene blaCTX-M não está presente como gene cassete mas está localizado na 

leitura  abaixo (downstream) do gene orf 513, entre as duas sequências repetidas de 

quacE1/sul1. O gene orf 513 foi primeiramente descrito como parte da chamada região 

comum - common region (CR1). Hoje, esta região é reconhecida como um elemento de 

inserção ISCR1 que pertence à família IS91 e ORF513 que é uma transposase que 

compartilha características estruturais e funcionais da família das transposases IS91-like 

ISCR1.  Este pode mobilizar genes quando se transpõem primeiramente em uma região 

adjacente ao mesmo em seguida se transpondo novamente, mas de forma aberrante, 

mobilizando toda a sequência para um plasmídeo conjugativo.  A formação do integron 

tipo sul1 pode ter sido conseqüência de um processo que recombinou dois elementos 

ISCR1(Toleman et al, 2006b). 
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3- JUSTIFICATIVA 

 

Por vários anos as cefalosporinas de terceira geração como a ceftazidima e 

aminoglicosídeos tais como amicacina e gentamicina, têm sido usadas no Brasil e, 

consideradas como antibióticos de primeira escolha no tratamento de infecções graves 

causadas por Pseudomonas aeruginosa, principalmente no seu uso combinado, o qual 

exibe atividade sinérgica.  Embora em nosso país, dados epidemiológicos do SENTRY 

e MYSTIC tenham mostrado um alto índice de resistência às cefalosporinas de última 

geração em amostras clínicas de P. aeruginosa, isoladas  de diferentes hospitais 

brasileiros, não há informação sobre os mecanismos moleculares de resistência, seus 

determinantes genéticos e sua mobilizaçao. Por outro lado, pesquisas sobre a produção 

de metilases RNAr 16S associada a resistência a aminoglicosideos,  tem sido 

direcionada apenas à identificação do gene rmtD, exclusivamente em isolados 

produtores de metalo beta lactamases- MBL, não se conhecendo assim a prevalência 

real das metilases RNAr 16S em demais isolados clínicos de P. aeruginosa .  

A emergência de isolados clínicos co-resistentes a beta-lactâmicos e 

aminoglicosídeos tem comprometido o tratamento atual da infecção por P. aeruginosa. 

Para este tipo de isolados, os carbapenens têm sido usados como última alternativa 

terapêutica, porém seu uso intenso tem favorecido o aparecimento e disseminação de 

isolados produtores de MBL.  

A identificação destes determinantes de resistência contribuirá no estabelecimento 

de medidas epidemiológicas mais efetivas que permitam controlar a disseminação deste 

tipo de isolado, evitando o possivel o surgimento de freqüentes surtos,  estimulando o 

uso racional de antibióticos. 
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4) OBJETIVOS 

4.1) Identificar a produção de beta-lactamases de amplo espectro (ESBLs) com métodos 

feno típicos e genotípicos,  em isolados clínicos de Pseudomonas aeruginosa . 

4.2) Identificar a produção de metilases RNAr 16S  por meio de  métodos fenotípicos e 

genotipicos. 

4.3) Avaliar métodos de triagem para detecção do fenótipo ESBLs  

4.4) Avaliar um método de PCR  multiplex para o diagnóstico de ESBL. 

4.5) Investigar a diversidade genética de isolados produtores de ESBL e/ou metilase 

RNAr 16S por método de ERIC-PCR. 

4.6) Investigar a mobilização gênica 

4.7) Estudar o ambiente genético de cepas blaESBL positivas. 
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5) Materiais e Métodos 

5.1 - Amostras bacterianas 

Num total de 120 isolados de Pseudomonas aeruginosa foram selecionadas 35 

amostras com perfil de resistência  caracterizados como não  produtores de enzimas 

metalo-beta-lactamases, coletados no período de 2004 a 2008.  Estes isolados foram 

selecionadas de banco de amostras  isoladas  de  vários espécimes clínicos, provenientes 

de diversos centros hospitalares, tais como: Hospital das Clínicas de São Paulo (HC), 

Hospital Emílio Ribas (HER), Hospital Universitário da Universidade de São Paulo 

(HU) e  Hospital da Beneficiência Portuguesa (HBP)  

 

5.2 - Condições de cultura 

 Os isolados foram semeadas em ágar MacConkey e incubadas por 24 h em 

estufa controlada a 37°C. As colônias foram semeadas em 2 ml de caldo BHI (infusão 

cérebro-coração) e incubadas a 37°C, por 24 h sob agitação constante em shaker 

rotativo a 150 rpm. O resultado dessa semeadura foi acrescido de 20% de glicerol e 

congelado para preservação.  

 

5.3- Extração do DNA total 

 Para extração do DNA foi utilizado o método de fervura. A partir de uma cultura 

em caldo LB,  de uma noite, alíquotas de 800 uL foram submetidas à centrifugação 

durante 1 minuto a 15.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o sedimento obtido foi 

ressuspenso em 100 µL de água, qualidade milli-Q, estéril. Posteriormente, os 

microtubos contendo os sedimentos ressuspensos foram fervidos durante 10 minutos. 
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Finalmente, após 15 minutos de centrifugação a 9.000 rpm, 100 µL do sobrenadante foi 

transferido para um microtubo estéril e congelado. 

 

5.4) Extração do DNA plasmidial 

  Para extração do DNA plasmidial, foi utilizado o KIT NucleoSpin Plasmid 

(Macherey-Nagel) conforme instruções do fabricante. 

5.5.) Perfil de resistência bacteriana  

 O perfil de sensibilidadeantibacteriana foi avaliado pelo método de Kirby-Bauer, 

seguindo as normas padronizadas pelo CLSI/NCCLS (CLSI, 2007) com os seguintes 

discos de antibiótico: amicacina(30ug), ampicilina/sulbactan(10/10ug), 

aztreonam(30ug), cefepima(30ug),  cefoxitina(30ug), ceftazidima (30ug), 

ceftriaxona(30ug), ciprofloxacina(5ug), ertapenem(10ug), gentamicina(10ug), 

imipenem(10ug), meropenem(10ug), piperacilina/tazobactan(100/10ug), 

ticarciclina/clavulanato(35/10ug) e tobromicina(10ug). 

5.6) Determinação da Concentração Inibitória Mínima 

Para determinar a concentração inibitória mínima (CIM) foi empregado o 

método de diluição em Agar, seguindo-se as normas padronizadas do CLSI, 2007. Uma 

suspensão de microrganismos foi inoculada em placas contendo ágar Müeller-Hinton 

acrescidas do antibiótico testado em concentrações decrescentes de 512µg/mL a 

0,03µg/mL. As placas foram incubadas em estufa controlada a 37ºC durante 24 horas. A 

CIM foi considerada como sendo a menor concentração de antibiótico em que não 

houve crescimento visível da cepa. Como controle foi utilizada a cepa P. aeruginosa 

ATCC 27853.  
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5.7) Determinação fenotípica da produção de ESBLs  

 Para determinação fenotípica, as cepas foram submetidas à screnning para a 

produção de ESBL. Foram testados 4 métodos de screenning na ausência e na presença  

de inibidores. 

 

5.7.1 – Teste de Sinergismo de Duplo Disco (DDST) 

 Uma suspensão (escala 0,5 de McFarland) da bactéria testada foi espalhada com 

Swab sobre a superfície do meio Agar Muller Hinton. Discos de 

amoxicilina/clavulanato(20/10ug), Ticarciclina/clavulanato(35/10ug) e 

Piperacilina/Tazobactan(100/10ug)  foram colocados sobre a superfície. Então, discos 

de ceftazidima ou cefepima eram colocados ao redor numa distância de 20 mm dos 

discos combinados. O mesmo era realizado em placas contendo Cloxacilina (200ug/ml). 

As placas foram incubadas em estufa controlada a 37ºC por 18 horas. O microrganismo 

era considerado provável produtor de ESBL quando era observada a formação de uma 

zona de inibição (zona fantasma) entre os halos dos discos de cefalosporinas e os discos 

combinados.  

 

5.7.2 – Efeito sinérgico entre Ceftazidima e Imipenem 

 Para avaliar a possível ação sinérgica entre CAZ e IPM na avaliação da presença 

de ESBL, duas metodologias foram testadas. Na primeira, foi adicionado 0,1ug de IPM 

em um disco CAZ (30ug) Esta combinação era colocada na superfície do Agar Muller 

Hinton com inóculo bacteriano (escala 0,5 de McFarland) e incubada por 18 horas. Um 

aumento na zona de inibição do disco de CAZ na presença de IPM era considerado 

como presuntiva produtora de ESBL (Pelegrino, 2006). 
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 Na terceira metodologia, foi realizado o teste de sinergismo de duplo disco 

descrito anteriormente, porém, com discos de IPM (10ug) e CAZ(30ug) dispostos a 

20mm de distância. A formação de uma zona fantasma entre os halos de inibição era 

considerada como suspeita de produção de ESBL (Weldhagen, 2003). 

 

5.7.3) E-Test  

 Foram testadas fitas de E-test específicas para o diagnóstico de ESBL contendo 

cefotaxima com e sem ácido clavulânico nas extremidades. Uma suspensão (escala 0,5 

de McFarland) da bactéria testada foi espalhada com  zaragatoa sobre a superfície do 

meio Agar Muller Hinton onde as fitas foram colocadas. A redução no crescimento da 

amostra bacteriana na célula que contém a associação do antimicrobiano b-lactâmico 

com o inibidor de beta-lactamase, quando comparada com o nível de crescimento da 

célula que contém somente o antimicrobiano beta-lactâmico é indicativo da produção de 

ESBL. 

 

5.8- Determinação fenotípica da produção de metilases 16S RNAr 

A produção de metilases 16S RNAr foi determinada fenotipicamente por meio 

de antibiograma qualitativo e quantitativo com a  determinação da concentração 

inibitória mínima. A produção destas enzimas pode ser suspeitada pelo perfil de 

multirresistência aos aminoglicosídeos. Para determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM) foi empregado o método de diluição em ágar, seguindo as normas 

padronizadas do NCCLS, frente aos aminoglicosídeos gentamicina e amicacina. Uma 

CIM de 256 ug/ml é sugestiva de produção de metilases 16S RNAr.  
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5.9 - Confirmação genotípica  

  A confirmação genotípica foi realizada por PCR utilizando primers específicos 

para amplificar os genes de interesse. 

Para a verificação dos tamanhos dos produtos da PCR, alíquotas do DNA, assim 

como um padrão de massa molecular conhecido, misturadas a uma solução tampão 

(azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol FF 0,25%; glicerol 30%) foram submetidas à 

separação eletroforética por cerca de 50 minutos a 100 volts em gel de agarose a 1%. O 

gel foi corado e visualizado em Brometo de Etídio.  

Como controle, a expressão normalizada dos genes foi confirmada na cepa de P. 

aeruginosa ATCC 27853. As demais cepas controle disponíveis para o estudo podem 

ser vistas no Quadro 2. 

 

5.9.1 - Confirmação genotípica da produção de ESBLs  

Confirmação genotípica da produção de ESBL foi realizada por PCR utilizando 

primers específicos para amplificar os genes de ESBL blaCTX-M, blaPER, blaGES, blaTEM, 

blaSHV e blaOXA (Tabela 2). Os controles positivos disponíveis para o estudo podem ser 

verfificados no Quadro 2. 
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Tabela 2.  Iniciadores para identificação de genes ESBLs 

Iniciadores 
 

Seqüência amplicon 

  PER-2 F 5 – ATG AAT GTC ATT ATA AAA GC - 3’ 886 

PER-2 R 5’ – AAT TTG GGC TTA GGG CAG AA – 3’  

GES-1A F 5’ – ATG CGCTTC ATT CAC GCA C – 3’ 827 

GES-1B R 5’–CTA TTT GTC CGT GCT CAG G – 3’  

TEM-A F 5’– GAG TAT TCA ACA TTT CCG TGT C– 3’ 805 

TEM-B R 5’– TAA TCA GTG AGG CAC CTA TCT C– 3’  

SWSHV-A F 5’- AAG ATC CAC TAT CGC CAG CAG – 3’ 888 

SWSHV-B R 5’- ATT CAG TTC CGT TTC CCA GCG G – 3’  

OXA 10 F 5´- TAT CGC GTG TCT TTC GAG TA - 3´ 737 

OXA 10 R 5´- TTA GCC ACC AAT GAT GCC C -  

OXA-13.1 F 5’– GCC GCA TAT GTA ATT ACT GC – 3’ 702 

OXA-13.2 R 5’ –ATT TTC TTA GCG GCA ACT TAT – 3’  

OXA-18F F 5' – ATT TCA ACG GTT TGC CTT ACG – 3' 557 

OXA-18F R 5' – TTG GCA TCG GAA AGC GAA CC – 3'  

CTX -M F 5´- CGC TTT GCG ATG TGC AG - 3´ 520 

CTX-M R 5´- ACC GCG ATA TCG TTG TG - 3´  

CTX-M-1 F 5´- GGT TAA AAA ATC ACT GCG TC - 3´ 827 

CTX-M-1 R 5´- TTG GTG ACG ATT TTA GCC GC - 3´  

CTX-M 2 F 5´- ATG ATG ACT CAG AGC ATT CG - 3´ 827 

CTX-M 2 R 5´- TGG GTT ACG ATT TTC GCC GC - 3´  

CTX-M 8/25 F 5´- CTG GAG AAA AGC AGC GGG GG - 3´ 542 

CTX-M 8/25 R 5´- ACC CAC GAT GTG GGT AGC CC - 3´  

CTX-M 9 F 5´- ATG GTG ACA AAG AGA GTG CA - 3´ 833 

CTX-M 9 R 5´- CCC TTC GGC GAT GAT TCT - 3´  

 

A reação ocorreu com uma desnaturação inicial a 94º por 5 minutos, seguida de 

30 ciclos nas seguintes condições: desnaturação a 94º por 1 minuto, anelamento a 55º 

por 1 minuto e extensão a 72º por 1 minuto. Após o final dos 30 ciclos houve uma 

extensão final a 72º por 10 minutos. 
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5.9.2 - Confirmação genotípica da produção de  metilases 16s RNAr 

Para as metilases 16S RNAr foram utilizados os iniciadores específicos rmtA, 

rmtB, rmtC,rmtD, armA (Tabela 3). O controle positivo disponível pode ser verificado 

no Quadro 2. 

A reação ocorreu com uma desnaturação inicial a 94º por 5 minutos seguida de 

30 ciclos nas seguintes condições:desnaturação a 94º por 30 segundos,  anelamento a 

55º por 30 segundos e extensão a 72º por 30 segundos. Após o final dos 30 ciclos houve 

uma extensão final a 72º por 10 minutos. 

O experimento foi repetido nas seguintes condições: desnaturação inicial a 94º 

por 5 minutos, seguida de 30 ciclos nas seguintes condições: desnaturação a 94º por 1 

minuto, anelamento a 55º por 1 minuto e extensão a 72º por 1 minuto. Após o final dos 

30 ciclos houve uma extensão final a 72º por 10 minutos 

 

Tabela 3. Iniciadores para identificação de genes RNAr 16S 

Iniciadores Seqüência: Amplicon esperado 

rmtA F 5 – CTA GCG TCC ATC CTT TCC TC - 3’ 635 

rmtA R 5’ – TTG CTT CCA TGC CCT TGC C– 3’  

rmtB F 5’– GCT TTC TGC GGG CGA TGT AA– 3’ 173 

rmtB R 5’ – ATG CAA TGC CGC GCT CGT AT– 3’  

rmtC F 5' – CGA AGA AGT AAC AGC CAA AG – 3' 711 

rmtC R 5' – ATC CCA ACA TCT CTC CCA CT – 3'  

rmtD F 5’ – CGG CAC GCG ATT GGG AAG C – 3’ 902 

rmtD R 5’– CGG AAA CGA TGC GAC GAT– 3’  

armA F 5’– ATT CTG CCT ATC CTA ATT GG – 3’ 315 

armA R 5’– ACC TAT ACT TTA TCG TCG TC– 3’  
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5.10) Padronização de PCR Multiplex  

 

Baseado nos resultados preliminares e nas cepas controle disponíveis (Quadro2), 

um PCR multiplex foi desenvolvido para identificar simultâneamente os genes blaCTX-M,  

blaGES e blaOXA.  

Em todas as reações foram utilizados um controle negativo e os controles 

positivos para os genes blaCTX-M,  blaGES e blaOXA identificados por sequenciamento. Os 

melhores resultados foram para as reações realizadas com volume total de 25 uL 

contendo 1 uL de DNA da amostra clínica, 1 uL de cada iniciador específico (2,5 uM), 

2,5 uL de MgCl2 (2,5mM), 2,5 uL de tampão de enzima, 2,5 uL de DNTP, 0,25 uL de 

enzima Taq polimerase (Fermentas) e  10,25 uL de água. 

 A reação ocorreu com uma desnaturação inicial a 94º por 5 minutos, seguida de 

25 ciclos nas seguintes condições: desnaturação a 94º por 1 minuto, anelamento a 50º 

por 1 minuto e extensão a 72º por 1 minuto. Após o final dos 25 ciclos houve uma 

extensão final a 72º por 10 minutos. Para saber a temperatura de anelamento mais 

indicada, a reação foi realizada em termociclador com gradiente de temperatura que 

variava de 48 a 62º C. 

 

 

Quadro 2. Controles positivos para detecção dos genes bla e rmtD 

Gene alvo Controle positivo 

blaGES Pseudomonas aeruginosa 2663 
Cedido gentilmente pela UNIFESP 

blaCTX-M Escherichia coli 
FCF-USP 

blaSHV Klebsiella pneumoniae 
FCF-USP 

blaTEM Klebsiella pneumoniae 
FCF-USP 

blaPER Enterobacter aerogenes 
FCF-USP 

rmtD Pseudomonas aeruginosa 
Cedido gentilmente  
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5.11) Estudo do ambiente genético de blaESBL positivas 

 

 O estudo do ambiente genético das cepas blaCTX-M positivas foi realizado por 

PCR com iniciadores  genéricos e específicos (tabela 4). O produto foi purificado com 

kit Gfx Pcr Dna AND Gel Band Purification Kit (Quiagen, Buckinghamchire, UK) e 

submetido a seqüenciamento com os mesmos pares de iniciadores. A seqüência foi 

posteriormente analisada e comparada  com as publicações encontradas no banco de 

genes da National Library of Medicine (BLAST http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/blast/)). 

 O estudo da presença de integrons no material genético da bactéria foi feito 

empregando-se iniciadores dos segmentos conservados deste elemento. Para determinar 

o conteúdo da região variável são utilizados os iniciadores de genes de resistência em 

combinação com os do segmento conservado. A caracterização da região variável é 

realizada por meio de sequenciamento.  

 

 

Tabela 4. Iniciadores  para a identificação e caracterização de integrons e seus 
genes cassetes  

 
Iniciadores Seqüência: 

intl 1 F 5´-  CCG TAG AAG AAC AGC – 3´ 

QAC R 5´-  GTT GCG ATT ACT TCG- 3´ 

Sul 1 R 5´- GCA AGG CGG AAA CCC GCG CC-3´ 

aadA1 F 5´-  CGC CGA AGT ATC GAC TCA AC – 3´ 

aadA1 R 5´-  GAC TAC CTT GGT GAT CTC GC- 3´ 

AAC-6 F 5´- ATG ACT GGC TAA ATC -3´ 

 

AAC-6 R 5´-  CCC GCC TTC TCG TAG CA  - 3´ 

 

ORF 513 F 5´-  CTT TTG CCCTAG CTG CGG  - 3 

 

ORF 513 R 5´- CTC ACG CCC TGG CAA GGT TT-  3´ 

 

CTX-M-2 R INV F 5´- GCGGCGAAAATCGTAACCCA- 3´ 

CTX-M-2 F INV R 5´- CGAATGCTCTGAGTCATCAT- 3´ 
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5.12) -  Estudo  da mobilidade  dos genes de resistência 

 A mobilização horizontal dos genes ESBL foi avaliada por transformação. Foi 

utilizada a cepa Escherichia coli DH10B como célula competente. Esta cepa foi 

incubada  por uma noite  em  agitador  rotativo à 37ºC.  Um volume de 100 uL da 

cultura bacteriana  foi misturada a 100 mL de caldo LB e incubado durante 3 horas a 37º 

C sob agitação constante. Após este período, a bactéria foi transferida para tubo tipo 

Falcon de 50 mL e mantida em gelo durante 10 minutos. Esta cultura foi centrifugada a 

2700G a 4ºC durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspendido em 30 mL de MgCl2 – CaCl2 (80mM/20mM) gelado. Novamente foi 

centrifugado sob as mesmas condições. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspendido em 2mL de CaCl2 0,1 M gelado. 

 Para a transformação foi utilizado  o método   de choque térmico, onde 50uL de 

caldo suspensão de E.coli DH10B competente foi misturado a 10 uL de DNA plasmidial 

e deixado em gelo durante 30 minutos. Em seguida, essa mistura foi transferida para 

banho Maria a 42ºC durante 90 segundos e , logo após mergulhado no gelo durante 2 

minutos. A essa mistura foi adicionado 950 uL de caldo LB e levada a incubação a 37ºC 

sob agitação durante 90 minutos. Essa cultura foi transferida para placa com 

concentrações adequadas de antibiótico. As células transformadas então foram 

selecionadas em ágar Muller Hinton contendo ampicilina (64ug/mL). 

 

 

5.13) Tipagem genotípica 

 Para tipagem genotípica as  amostras bacterianas foram submetidas ao método 

de ERIC-PCR que consiste na amplificação de seqüências do DNA por meio da técnica 

de PCR utilizando o iniciador  ERIC-2 (5' – AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG – 3') 
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(Syrmis et al., 2004, Pujana et al., 1999, Renders et al., 1996). A reação se deu nas 

seguintes condições: etapa de desnaturação inicial a 94ºC por 10 min; etapa de 

amplificação com 30 ciclos de desnaturação à 94ºC por 1 min, hibridação à 52º por 1 

min, extensão à 72º por 8 min; extensão final a 72º por 16 minutos. A visualização dos 

segmentos foi obtida por eletroforese em gel de agarose 2% , corado com brometo de 

etídio e visualizado em transluminador UV. Com a utilização do programa 

BioNumerics, o dendrograma gerado teve sua análise de clusters  realizada pelo 

coeficiente de Dice , empregando-se   tolerância de 1%.  Foram considerados muito 

relacionados aqueles que mostraram perfis com 90% ou mais de similaridade. 

 

6.)  RESULTADOS  

6.1) Identificação e Perfil de Resistência 

 Inicialmente, a identificação das amostras foi realizada por Vitek (BioMérieux, 

Hazlewood, Mo.) e/ou por meio de prova bioquímica convencional. O quadro 2 mostra 

as características clínicas, a origem e a data de isolamentode cada isolado. 

 Na tabela 5 e no gráfico 1, são apresentados os perfis e as porcentagens de 

resistência encontrada nos isolados recuperados. Todos os isolados apresentaram perfil 

multiresistente, exibindo resistência a 3 ou mais antibióticos. Todos os isolados foram 

resistentes a ampicilina/sulbactan, ertapenem e ticarciclina/clavulanato. Nenhum isolado 

foi resistente a todos os antibióticos testados. 
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Quadro 3. Características clínicas dos isolados de Pseudomonas aeruginosa  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: HU: Hospital Universitário da Universidade de São Paulo; HC: Hospital das Clínicas de São 
Paulo; Boldrini: Instituto infantil Boldrini; ER: Instituto de Infectologia Emílio Ribas; HBP: Hospital da 
Beneficência Portuguesa de São Paulo; S.traqueal: Secreção traqueal; S.tumoral: Secreção tumoral; 
L.Bronq: Lavado Brônquico; ND: dado não disponível. 
 
 
 
 
 

Nº Isolado Hospital Amostra Ano 
     
1 827 HU S.traqueal 2007 
2 886 HU S.traqueal 2007 
3 686 HU S.traqueal 2007 
4 846 HU S.traqueal 2007 
5 847 HU S.traqueal 2007 
6 1H HC Cateter 2004 
7 4H HC Cateter 2004 
8 5H HC Cateter 2004 
9 8H HC Nd 2004 
10 13H HC Cateter 2004 
11 15H HC Nd 2004 
12 31H HC Abcesso 2004 
13 3L Boldrini Nd 2005 
14 6L Boldrini Nd 2005 
15 7L Boldrini Urina 2005 
16 247 ER Nd 2005 
17 281 ER Nd 2005 
18 381 ER S.traqueal 2005 
19 111 ER Cateter 2005 
20 1 HBP Urina 2008 
21 2 HBP S.traqueal 2008 
22 3 HBP Urina 2008 
23 4 HBP Urina 2008 
24 5 HBP S.traqueal 2008 
25 6 HBP S.traqueal 2008 
26 7 HBP S.tumoral 2008 
27 8 HBP S.traqueal 2008 
28 9 HBP Urina 2008 
29 10 HBP Urina 2008 
30 11 HBP L.bronq 2008 
31 12 HBP Urina 2008 
32 13 HBP Urina 2008 
33 14 HBP Ferida 2008 
34 15 HBP Urina 2008 
35 16 HBP Urina 2008 



 
 

 
 

45 

Tabela 5. Perfil de resistência das cepas de Pseudomonas aeruginosa frente a 14 
antimicrobianos testados 

 Antibióticos 
Cepa PPT TIM FOX ATM CRO CAZ FEP AK GEN TOB CIP MER ETP IMP  

1 S R R R R S R R R R R R R I 1 
2 R R R R R R R R R R R S R S 2 
3 R R R R R S R R R R R S R S 3 
4 R R R S R R R S S S S R R S 4 
5 R R R S R R R S S S S R R S 5 
6 R R S S I I S S S S S I R R 6 
7 I R R R R R S S S S R R R R 7 
8 I R R I R I S R R R R S R R 8 
9 R R S R R S R S S S S R R R 9 
10 I R R S I S S S S S S I R S 10 

11 R R S R R S R S S S S R R R 11 

12 R R R R R R R R S S R R R I 12 

13 S R R R R R S S S S S S R R 13 

14 R R R R R R I S S S S I R R 14 

15 R R R R R R R R R R R S R S 15 

16 I R R R R R S S S S R R R R 16 

17 S R R R R I I R R R R R R S 17 

18 R R R R R R R R R R R S R R 18 

19 R R S S I I S S S S S I R R 19 

20 R R R R R R R R R R R R R I 20 

21 S R R S R S S R S R R S R S 21 

22 S R R I R I S S S R R S R I 22 

23 R R R R R R R R R R R R R I 23 

24 S R R R R R S I I R R R R R 24 

25 S R R R R R S S S R R R R I 25 

26 R R R R R R I R R R R R R R 26 

27 I R R R R R S S S I R R R R 27 
28 S R R R R I S S S R R R R R 28 

29 S R R R R S S R S R R R R I 29 

30 R R R R R R I R R R R R R R 30 

31 R R R R R R S R R R R R R R 31 

32 R R R R R R I S S R R R R R 32 

33 R R R R R R I R R R R R R R 33 

34 S R R R R R R R S R R R R R 34 

35 S R S I I S S S S S S S R S 35 
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Gráfico 1. Taxa (%) de resistência dos isolados de Pseudomonas aeruginosa frente a 14 
antimicrobianos testados 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda:AK: amicacina; FOX:cefoxetina; AMC:ampicilina/ac.clavulânico; ATM: aztreonam; FEP: 
cefepime; CRO:ceftriaxona; CAZ:ceftazidima; GEN: gentamicina; IMP:imipenem; PPT: 
piperacilina/tazobactan; MER: meropenem; ETP: ertapenem; CIP: ciprofloxacina; TOB: Tobromicina; 
TIM: ticarcilina/ac.clavulânico. 
 

 

6.2) Resultado da Concentração Inibitória Mínima (CIM) de Ceftazidima, Aztreonam,         
Amicacina e Gentamicina 
 

 A tabela 6 mostra a amplitude da concentração inibitória mínima para cada 

antimicrobiano acima citado, frente as cepas que carregavam algum dos genes 

blaESBL., assim como, os valores de CIM50 e CIM 90 obtidos com o numero total das 

amostras .  

 A CIM 50 foi mais alta para ceftazidima e aztreonam, nos isolados que 

carregavam blaESBL. Porém, quando o antibiótico era a amicacina ou gentamicina, a 

CIM50 foi menos elevada em comparação ao total de cepas do estudo. 
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Tabela 6. Valores da Concentração inibitória mínima (CIM) de Ceftazidima, 
Aztreonam, Amicacina e Gentamicina do total de amostras de Pseudomonas aeruginosa  

 
 Valores de CIM ( ug/ml ) 
 Amplitude CIM50 CIM90 CIM50 

blaESBL 
positivas* 

CIM90 
blaESBL 
positivas* 

Ceftazidima 2 - 64 8 32 16 32 
Aztreonam 8 - >512 64 128 128 128 
Amicacina 4 - >512 >512 >512 256 >512 
Gentamicina 8 - >512 >512 >512 256 512 
Considerando genótipo 

 

 

6.3- Determinação fenotípica da produção de ESBLs 

 Três das 35 cepas (11%) de P. aeruginosa apresentaram resultados fenotípicos 

positivos sugerindo a produção de ESBLs.  A triagem  realizada com a adição do 

inibidor não alterou esse resultado. Na figura 3 podemos ver os 4 resultados positivos 

apresentados por 3 amostras distintas de Pseudomonas aeruginosa. Os demais testes 

fenotípicos realizados obtiveram resultados negativos para a sugestão de produção de 

ESBL. 
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6.4- Determinação fenotípica da produção de metilases 16S RNAr 

Doze  amostras  apresentaram concentração inibitória mínima para amicacina e 

gentamicina maior que 256ug/ml. Metade dessas  não apresentou,, nenhum halo de 

inibição ao redor dos discos de aminoglicoídeos no antibiograma. Essa resistência foi 

vista como presunção fenotípica da produção de metilases 16S RNAr. 

 

Figura 3. Sinergismo positivo para a presença de ESBL em P.aeruginosa A) A seta indica o 
sinergismo entre discos de Ceftazidima e Piperacilina/Tazobactan. B) A seta indica o 
sinergismo entre discos de Ceftazidima e Ticarcilina/Ac.Clavulânico. C)A seta indica 
sinergismo entre discos de Imipenem e cezftazidima D) Aumento do halo ao redor do disco de 
ceztazidima quando adicionado 0,1 ug de imipenem. 

A 

B 

C 

D 
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6.5 - Confirmação genotípica da produção de ESBLs  

Foram encontrados 9 isolados que carregavam o gene blaCTX-M (Figura 4) e 2 

isolados que carregavam o gene blaOXA-10 (figura 5). Nenhum dos outros genes blaESBL 

procurados foram encontrados nas cepas estudadas. 

Os grupos blaCTX-M encontrados foram blaCTX-M-1 (1) e blaCTX-M-2 (8). As cepas 

blaESBL positivas foram provenientes de 3 hospitais distintos  

 

 

 

Figura 4. Perfil de eletroforese dos isolados blaCTX-M positivos.M: marcador 
molecular 100pb; CP: controle positivo Klebsiella pneumoniae blaCTX-M 

positiva. 1 a 9: isolados blaCTX-M positivos. 
  

 

 

Figura 5. Perfil de eletroforese dos isolados blaOXA positivos. M:marcador molecular 100pb. 
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6.6 - Confirmação genotípica da produção de  metilases 16s rRNA 

Os genes associados a produção de metilases 16s RNAr armA, RmtA, RmtB, 

RmtC e RmtD não foram encontrados nas amostras estudadas. 

 

 

6.7) Técnica de PCR Multiplex  

 Os genes empregados no presente estudo foram escolhidos segundo resultados 

obtidos  do próprio trabalho e da bibliografia. Como até o presente momento só 3 genes 

de ESBL (blaGES, blaOXA e blaCTX-M) foram identificados em P. aeruginosa, estes foram 

empregados para o desenvolvimento de um  método para confirmação diagnóstica. A 

figura 6 mostra amplificação  dos fragmentos alvos da cepa controle.   Após a 

padronização, o método foi testado  com as 11 amostras  identificadas como positivas 

para ESBL e 24 amostras negativas deste estudo.  Não houve ocorrência de nenhum 

resultado falso positivo ou negativo com as amostras testadas.   

 Comparando-se os resultados obtidos com os métodos fenotípicos e pelo PCR 

multiplex  aqui desenvolvido, observou-se que o método molecular foi capaz de detectar 

maior número de amostras que carregam os genes blaCTX-M, blaGES e blaOXA. 

 

 

Figura 6. Perfil de eletroforese do PCR Multiplex.PM: Peso molecular 100pb;Linha 

1:Controle blaCTX-M, 520 pb; Linha 2: Controle blaGES, 827 pb; Linha 3 : Controle 

blaOXA, 737 pb. 

 

PM     1      2       3 

500  pb 

1000 pb 
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6.8 ) Ambiente genético de blaCTX-M 

 

 Entre as cepas blaCTX-M positivas, em seis foram encontrados integrons de  classe 

1. Foi escolhida para estudo de ambiente genético uma cepa de Pseudomonas 

aeruginosa blaCTX-M-2 positiva. Na análise por PCR, apenas os pares aad/A1F-R e CTX-

M-2F/Orf513R não obtiveram amplicons. As bandas observadas na corrida 

eletroforética quando submetidos ao seqüenciamento  apresentaram 98 a 100% de 

similaridade com as sequências de várias outras espécies bacterianas publicadas no 

banco de dados BLAST.  A análise da posição das bandas e das sequências adquiridas 

nos possibilitou saber a disposição e o ambiente genético de  blaCTX-M-2 em cepas de 

Pseudomonas aeruginosa (Figuras 7 e 8). As sequências encontradas foram publicadas 

no banco de dados do Blast  com os seguintes números de acesso  FJ695216, FJ695217 

e FJ695218. 

 

 
Figura 7. Perfil de eletroforese de mapeamento de integron de classe 1. Linha 1, marcador molecular de 

100bp ; linha 2, IntlF/QacR; linha 3, IntlF/CTX-M-2R; linha 4, CTX-M-2F/QacR; linha 5, AAC-6; linha 

6,IntlF/AAC-6R; linha 7,AAC-6-F/Qac R; linha 8, CTX-M-2F/AAC-6R; linha 9,AAC-6F/CTX-M-2R; 

linha 10, Orf513; linha 11,Orf 513F/QacR; linha 12, IntlF/Orf513; linha 13, Orf513F/CTX-M-2R; linha 

14, CTX-M-2F/Orf513 R; linha 15, IntlF/sul1R; linha 16, CTX-M-2-seq. 

 

500pb 

1000pb 

1500pb 
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Figura 8. Representação esquemática dos integrons de classe 1 encontrados em cepa de 

Pseudomonas aeruginosa. Em A, Integron de classe 1 com tamanho aprox de 3000pb; em B, 

Integron de classe 1 com tamanho aproximado de 1600pb. 

 

 

 

 

6.9 ) Mobilização gênica 

 Todas as cepas positivas apresentaram plasmídeos na extração. Porém, as 

tentativas de mobilização do plasmídeo através do método de transformação bacteriana 

não permitiram evidenciar se este plasmídeo seria o responsável por carrear o gene de 

ESBL.  

 

 

6.10 ) Tipagem genotípica 

Todas as 35 amostras foram submetidas ao método de ERIC-PCR As 11 amostras que 

apresentaram positividade para o gene  blaESBL foram submetidas à análise do perfil de 

similaridade genética pelo programa BioNumerics   e resultaram    na identificação de 11 clones 

distintos (figura 9).  
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Figura 9. Diversidade genética das cepas de Pseudomonas aeruginosa blaESBLpositivas.  
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7) Discussão  

 A disseminação de Pseudomonas aeruginosa multirresistente vem se acentuando 

no ambiente hospitalar e configura um sério problema de saúde pública (Arruda et al, 

1999; Sader et al, 2001). Com base na literatura, observou-se que apesar do 

desenvolvimento de diferentes classes de antimicrobianos, as bactérias estão 

constantemente apresentando mecanismos que lhes permitem sobreviver quando 

expostas a essas drogas. O que se tem evidenciado é que a velocidade das bactérias em 

adquirir resistência aos novos antibióticos é maior que a capacidade de se desenvolver 

novos medicamentos.  

 As bactérias relacionadas às infecções hospitalares mostram em geral, resistência 

à  múltiplos antimicrobianos, as quais são responsáveis por muitos surtos, sendo este um 

fator crucial na epidemiologia de cepas hospitalares. (Moolenaar et al., 2000).  

 Desta forma torna-se de fundamental importância o conhecimento e a aplicação 

de metodologias que possam auxiliar no rápido diagnóstico e monitoramento de 

resistência. 

  Todas as amostras de Pseudomonas aeruginosa do presente estudo 

apresentaram-se resistentes a pelo menos 3 classes de antibióticos. Hoje, já não é mais 

possível inferirmos todos os mecanismos de resistência de uma cepa apenas pelo 

antibiograma realizado rotineiramente no laboratório de microbiologia clínica. 

 Os valores de CIM 90 para a ceftazidima mostraram que a maioria das amostras 

deste estudo apresentava uma alta resistência a este antibiótico. Porém, não podemos 

deixar de comentar que o valor de CIM 50 para o grupo blaESBL positivo, também frente 

a ceftazidima, estava abaixo do breakpoint preconizado pelo CLSI.  Este dado mostra 

que embora as cepas possuidoras de ESBLs confiram resistência, nem sempre isto 
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implicará no aumento in vitro da CIM a níveis considerados de resistência, segundo o 

breakpoint  sugerido pela CLSI.  Os relatórios da CLSI também não  alertam para  

alguma medida a ser tomada na identificação de  cepas produtoras de ESBL em 

Pseudomonas aeruginosa, assim como o faz para membros da família 

Enterobacteriaceae. Deste modo, é certo que a real prevalência destes organismos não 

está sendo devidamente apurada. (CLSI, 2008).  

No entanto, os valores de CIM para o aztreonam ficaram acima do breakpoint de 

resistência sugerido pela CLSI. A especificidade e a sensibilidade do teste de 

sensibilidade variam de acordo com o antibiótico testado. O uso de mais de um 

antibiótico aumentaria a sensibilidade do teste de triagem para a detecção deste tipo de 

resistência. (Emery, C. L., 1997; Moland, E. S., 1998; CLSI, 2008).  

 Vários métodos estão sendo propostos para detectar a presença das enzimas 

ESBL, porém, a maioria encontra-se direcionada para a detecção em bactérias que 

possuem pouca ou nenhuma atividade de beta-lactamases de origem cromossômica, 

como ocorre com enzima AmpC, o que dificulta o diagnóstico, mascarando a presença 

destas enzimas. A detecção de ESBL em espécies que possuem a enzima  beta-

lactamase de origem cromossômica induzível, como ocorre em Enterobacter spp., 

mostra ser um grande desafio. A dificuldade na detecção de ESBL é maior em cepas de 

Pseudomonas aeruginosa, possivelmente  devido à  maior impermeabilidade da sua 

membrana externa   quando comparado aos do membro da família Enterobacteriaceae, 

assim como a resistência à antimicrobianos mediada por sistemas de efluxo (Pournaras, 

2005).  Assim, no  presente estudo propusemos  empregar métodos fenotípicos e 

moleculares para tentar  contornar esta dificuldade.. 

Tzelepi e colaboradores em 2000 mostraram que um teste de sinergismo de 

duplo disco (DDST) com emprego de amoxicilina/clavulanato (AMC) e cefepima (FEP) 
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poderia detectar eficientemente a produção de ESBL em Enterobacter spp.  Em nosso 

estudo, o método de DDST detectou uma cepa de Pseudomonas aeruginosa que 

carregava genes blaCTX-M quando utilizamos discos de ceftazidima (CAZ) com 

ticarciclina/clavulanato (TIM) ou ainda piperacilina/tazobactan (TZP).  Assim, o 

emprego  de discos de CAZ  parece ter sido  mais eficiente do que de FEP. Outros 

estudos mostraram que a adição de cloxacilina no Ágar Muller-Hinton aumentaria a 

sensibilidade do DDST em Acinetobacter baumannii (Poirel et al, 2003) ou em 

Pseudomonas aeruginosa (Aubert et al, 2004; Jiang et al, 2006), porém, no nosso 

trabalho, este aumento de sensibilidade não se fez presente.  

Weldhagen e colaboradores em 2003 descreveram um método de sinergismo de 

duplo disco realizado com IMP e CAZ que seria eficiente quando realizado em meio de 

Ágar Muiller Hinton, contendo Cloxacilina (200 ug/ml).   O sinergismo entre discos de 

CAZ e IMP podem ser observados frente as cepas produtores de enzimas do tipo GES e 

PER-1, porém, pode ser mascarado devido à ação indutora de imipenem sobre AMP-C, 

resultando em uma  zona de antagonismo entre os discos de CAZ e IMP. A adição de 

oxacilina ou cloxacilina inibe a atividade de Amp-C, permitindo assim, a visualização 

da zona de inibição entre os discos. Este relato indica que a utilização de inibidores de 

beta-lactamases cromossômicas pode aumentar a sensibilidade da detecção de ESBLs 

em Pseudomonas aeruginosa. No presente estudo tivemos um caso de resultado 

positivo frente a este método. Com a adição ou não de cloxacilina (200ug) ao meio, uma 

discreta zona de inibição formou-se entre os discos. Esse resultado mostra que o efeito 

sinérgico entre CAZ e IMP pode ocorrer frente a outros grupos de enzimas, podendo-se 

tornar um marcador de ESBL em Pseudomonas aeruginosa . Porém, como a zona de 

inibição formada é muito discreta, o teste está sujeito a erros técnicos de interpretação.  
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 Kartali e colaboradores (2002) utilizaram com sucesso o método de detecção de 

ESBL em Enterobacter cloacae, no qual 0,1ug de IMP foi  adicionado a um disco de 

CAZ. Neste estudo, cerca de 85% das cepas de E. cloacae CAZ resistente que 

carregavam o gene blaIBC foram identificados fenotipicamente por Pellegrino et al.   Em 

2006 estes mesmos autores utilizaram  este método para detecção de ESBL  no qual  

58% das cepas de Pseudomonas aeruginosa que carregavam o gene blaGES  foram 

identificadas por esta técnica.  Nosso estudo obteve um resultado positivo utilizando o 

mesmo método, porém, ao analisar por PCR não se conseguiu amplificar nenhum gene 

relacionado às  ESBLs. Embora, fenotipicamente tivesse  havido um aumento de 10mm 

no halo de inibição formado  ao redor do disco de CAZ (30ug). Pellegrino et al, 

utilizaram um breakpoint de 5mm para caracterizar o sinergismo como positivo.  Para 

confirmar o resultado falso- positivo ou a não detecção da enzima pelos iniciadores 

utilizados, em nosso estudo, seria  necessário quantificar a hidrólise do antibiótico. As 

cepas blaCTX-M positivas não mostraram atividade sinérgica  com o emprego desta 

técnica.  É sabido que GES-1 e IBC-1 podem ser inibidas por imipenem em baixas 

concentrações (Kartali et al, 2002; POirel, 1999), porém, o mesmo parece não ocorrer 

com as enzimas CTX-M. 

Os vários testes fenotípicos realizados puderam confirmar a grande dificuldade 

de se estabelecer um teste fenotípico padrão para cepas de P.aeruginosa produtoras de 

ESBL. Entre os 4 testes fenotípicos positivos, 3 estavam relacionados a cepas que  

apresentaram PCR positivo para o gene blaCTX-M, porém, nunca um único método 

conseguiu identificar todas as cepas possíveis carregadoras do gene em questão. 

Foi proposto  portanto, uma técnica de PCR Multiplex para o diagnóstico das 

cepas positivas. A amplificação simultânea de diferentes segmentos genéticos, permite a 

identificação dos diferentes genes associados a presença de ESBL em uma mesma 
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reação de PCR. Há váris descrições do uso do multiplex para a detecção destes genes , 

porém, visando encontrar os genes encontrados na família das Enterobactérias (Xu, 

2005; Chia, 2005; Jemina, 2008). Nossa preocupação foi desenvolver um método 

dirigido para a detecção de genes de ESBL encontrados em Pseudomonas aeruginosa  

no Brasil tais como: blaCTX-M, blaOXA e blaGES (Picão, 2009; Castanheira, 2004; dados 

do autor). Os iniciadores  utilizados  neste estudo foram os mesmo utilizados no uniplex 

PCR. As bandas ficaram nítidas e não houve inespecificidade. Apesar do número de  

amostras não ser suficiente para testes estatísticos de sensibilidade e especificidade 

neste estudo, podemos  dizer que o teste molecular conseguiu diagnosticar maior 

número de amostras  positivas do que o teste fenotípico. O estudo de testes moleculares, 

como o método de PCR  multiplex para a amplificação dos genes de ESBLs é 

importante no que diz respeito a maior rapidez do diagnóstico e , assim, melhorar o 

prognóstico do paciente.   

Entre os seis genes de ESBL pesquisadados em todas as  amostras estudadas no 

presente trabalho, como blaCTX-M, blaOXA, blaTEM, blaSHV, blaGES e blaPER  foram 

identificados dois: os  genes blaCTX-M e bla OXA.  A amplificação destes genes por PCR 

mostrou 11 isolados que carregavam genes blaCTX-M (9) ou blaOXA (2). Cantón et al  

(2006) relataram na Europa o primeiro caso de blaCTX-M em Pseudomonas aeruginosa. 

Celenza et al (2006) relataram no mesmo ano uma alta prevalência de genes blaCTX-M 

em isolados clínicos de P.aeruginosa provenientes de hospitais da Bolívia. Desde então, 

a associação de blaCTX-M em Pseudomonas aeruginosa não tem sido relatada. As 

enzimas do tipo CTX-M ocorrem em todo o mundo em membros da família 

Enterobacteriaceae (Bradford, 2001). No Brasil, a presença de blaCTX-M-2 em 

P.aeruginosa foi relatada pela primeira vez em 2008, por nosso grupo, em isolados 

clínicos recuperados desde 2004  de  diferentes hospitais de São Paulo(Silva et al, 
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2008). Mais tarde a presença deste gene também foi confirmada por Picão e 

colaboradores (2009) quando relataram um caso clínico com uma cepa de P. aeruginosa 

produtora de CTX-M-2 em um hospital Universitário de São Paulo Assim, a presença e 

disseminação de blaCTX-M em cepas de Pseudomonas aeruginosa no Brasil, já é um fato 

real, porém, pode não estar  sendo detectado, o que pode levar a sérias preocupações.  A 

mobilização por plasmídeos tem em geral, contribuído na transferência horizontal entre 

gêneros e espécies de forma inespecífica. 

A presença do gene blaOXA é mais frequente entre as ESBL quando se trata de 

Pseudomonas aeruginosa (Yan, 2006). Porém, nosso trabalho mostra uma frequência 

maior de genes blaCTX-M. Uma das amostras blaOXA positiva mostrou-se sensível a 

cefepima e resistente à ceftazidima, resultado  que difere do encontrado na literatura 

onde há citação de que enzimas do grupo OXA que hidrolisam mais eficientemente 

cefepima do que ceftazidima (Aubert et al, 2001)  

Os valores de CIM frente aos aminoglicosídeos foi maior que 512µg/ml,em mais 

de 50% das cepas estudadas, dados estes muito acima do breakpoint sugerido pelo 

CLSI. No antibiograma, seis isolados apresentaram resistência a pelo menos 3 drogas da 

classe dos aminoglicosídeos. Os genes para as metilases 16S têm sido  relatados em 

muitos países da Europa e da Ásia, muitas vezes em associação com os genes das 

enzimas CTX-M. Tais isolados apresentam alta resistência para os aminoglicosídeos, 

com valores de CIM elevados e com a característica resistência a 3 ou mais 

aminoglicosídeos no antibiograma (Yamane, 2005).  Doi et al (2006) descreveram o 

primeiro relato, no Brasil, da co-produção de metilases 16S e  metalo-beta-lactamases 

em P.aeruginosa.  A co-produção de SPM-1 e Rmt-D em P.aeruginosa também foi 

estudada pelo nosso grupo e encontrada em cerca de 93% das cepas (Neves et al, 2007). 

Esta hipótese foi estudada neste trabalho, porém, não foram encontradas metilases 16S 
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em nenhuma das cepas ESBL positivas estudadas, o mesmo ocorrendo para o total de 

amostras restantes. Deste modo, não pudemos avaliar neste estudo, qual seria um bom 

indicador da presença de metilases 16S em isolados de Pseudomonas aeruginosa, mas 

pudemos verificar que o fato da cepa apresentar alta resistência a 3 ou mais 

aminoglicosídeos não é suficiente para dizer que se trata da presença de metilases 16S.  

Os isolados produtores de ESBL não apresentaram relação clonal, sugerindo 

origem distinta, podendo ocorrer  transferência horizontal auxiliado por plasmídeo. 

Picão e colaboradores (2009) sugerem em seu trabalho que não encontraram plasmídeos 

e as tentativas de mobilização gênica falharam. Em nosso estudo, todas as cepas CTX-

M positivas apresentaram plasmídeos, porém, não obtivemos sucesso na tentativa de 

transferência.  Este dado pode corroborar com os relatos da literatura e significar que os 

genes de CTX-M podem ter uma localização cromossômica em Pseudomonas 

aeruginosa.  

Neste trabalho foi estudado o ambiente genético do gene blaCTX-M-2. A amostra 

886 foi a de escolha para este estudo. Foram encontrados genes relacionados à 

resistência a aminoglicosídeos: aac-6 e aadA6, resultados que corroboram com a 

literatura. Muitos estudos associam a resistência de Pseudomonas aeruginosa a 

aminoglicosídeos às enzimas 6 - fosfotransferase e 3 ´- fosfotransferase que modificam 

neomicina e kanamicina , tornando P . aeruginosa naturalmente resistente a esses 

aminoglicosídeos ( Mingeot - Leclerq et al ., 1999 ). Algumas amostras também podem 

produzir 3 - acetiltransferase e 2 - adeniltransferase que modificam a gentamicina e a 

tobramicina . A produção de 6 ’- acetiltransferase confere resistência também à 

amicacina ( Mingeot - Leclerq et al ., 1999 ).  É interessante destacar que o gene aac - 6 

, que codifica a enzima acetil transferase 6, está freqüentemente associado com genes 

que codificam ESBLs ( Poole , 2005 ). A enzima aadA6 foi descrita em Pseudomonas 
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aeruginosa por Naas e colaboradores em 1999. Neste trabalho, os autores realizaram a 

caracterização molecular de um integron classe 1 In51 que carrega o gene que codifica a 

enzima aadA6 e outro gene cassete , orfD, que codifica um polipeptídeo de função ainda 

desconhecida. Nosso trabalho encontrou os mesmos genes cassetes presentes também  

em  integron classe 1.  

O estudo do ambiente genético do gene blaCTX-M-2  revelou que esta cepa de 

Pseudomonas aeruginosa carrega consigo um forte arsenal de resistência. Nenhum dos 

genes blaCTX-M  foi descrito em forma de cassete em integron classe 1, porém, nossos 

resultados nos levam a acreditar neste fato. Esses genes encontram-se localizados na 

posição  abaixo do gene orf513 e entre uma duplicação do tandem qacE/sul1 (Poirel, 

2008).  A figura 10 mostra como podem estar arranjados os genes encontrados no 

presente estudo. É interessante notar, que a cepa estudada carrega provavelmente dois 

integrons de classe 1. Com esse elemento, as cepas ficam com a capacidade duplicada 

de carregar genes de resistência.  

 

Figura 10.  Representação esquemática da estrutura genética relacionada à aquisição de 
genes blaCTX-M; adaptado de Poirel, 2008. 
 
 
 
 
 
 

 Os integrons de classe 1 em plasmídeos parecem ter contribuído para a 

disseminação horizontal dos genes de resistência. Estudar o ambiente genético dos 

genes blaESBL é importante para sabermos quais os determinantes de prevalência e 

expressão destes genes. 



 
 

 
 

62 

8.) Conclusões 

 

8.1) A expressão da enzima ESBL.está relacionada  a presença de  genes blaCTX-M e 

blaOXA entre os isolados do presente  estudo. 

8.2) Os genes que conferem resistência às metilases 16s RNAr não estão relacionados a 

cepa de Pseudomonas aeruginosa  produtores da enzima ESBL isoladas  nas amostras 

de São Paulo. 

8.3) Nenhum método fenotípico foi capaz de detectar  a presença de ESBL em 100% 

dos isolados. 

8.4) O  método de PCR Multiplex padronizado neste trabalho foi capaz de detectar os 

genes blaCTX-M, blaOXA e blaGES, relacionados a ESBLs em Pseudomonas aeruginosa, 

com maior índice de positividade  do que  obtidos com  métodos fenotípicos. 

8.5) As cepas blaESBL positivas  mostraram  baixa similaridade  genética e podem estar 

disseminadas  em vários hospitais de São Paulo.  

8.6) O mapeamento e seqüenciamento do integron classe 1 encontrado revelou   duas 

cepas carreadoras de  dois  diferentes integrons da classe 1, com genes blaCTX-M-2, aac6, 

e aadA6  codificadores de resistência para as cefalosporinas de terceira geração e para 

aminoglicosídeos. 

8.7) As cepas de Pseudomonas aeruginosa  do presente estudo  mostraram  vários 

elementos de mobilização genéticos, como integrons e sequências de inserção, que  

podem  estar participando na  disseminação de resistência aos  antibióticos beta- 

lactâmicos de amplo espectro.  
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