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RESUMO

ROCHA, D. A. C. “Caracterizacédo fenotipica e genotipica de betalactamases do tipo AmpC
plasmidial em Escherichia coli” 2014. 92f. (Dissertacdo de Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Introducgéo: As enzimas do grupo AmpC degradam cefalosporinas e cefamicinas e n&o séo
inibidas pelo acido clavulanico, sulbactam ou tazobactam. Podem ser codificadas por genes de
localizagao plasmidial ou cromossémica. A sua deteccdo tem importancia epidemiolégica, pois a
expressao concomitante a perda de porinas em Enterobactérias pode levar a resisténcia aos
carbapenémicos, farmacos amplamente utilizados no tratamento de infec¢des graves. Os relatos
de detecgcdo de AmpC plasmidial no Brasil séo escassos, mas a andlise do perfil de sensibilidade
de Escherichia coli isoladas de casos de infec¢cbes urindrias de pacientes atendidos em um
laboratoério privado da cidade de Sdo Paulo, no periodo de 2006 a 2010, evidenciou um
aumento consideravel de resisténcia a cefoxitina, um marcador para expressdo de AmpC
plasmidial.Em 2006 a frequéncia era de 0,03% e em 2011 foi de 0,65%. Uma das hipoteses para
esse aumento € a disseminacdo de clones ou de genes que codificam AmpC, transferidos em
plasmideos. Objetivo: Caracterizar os determinantes genéticos em E. coli com fendtipo compativel
com producdo de AmpC plasmidial. Material e métodos: Foram estudadas todas as E. coli
isoladas de cultura de urina, ndo sensiveis a cefoxitina, detectadas no Fleury Medicina e Saude
em Sado Paulo, no periodo de 02 de janeiro a 01 de fevereiro de 2012. Os isolados foram
avaliados fenotipicamente quanto a pureza, identificacdo da espécie e bloqueio enzimético com
discos de cefoxitina e ceftazidima adicionados de &cido fenilbordnico. A presenca de genes que
codificam AmpCs plasmidiais foi avaliada utilizando-se dois métodos distintos de PCR. Foi
realizado o sequenciamento dos genes detectados. O desempenho do bloqueio enzimatico com
acido fenilborénico foi determinado utilizando-se a PCR como padréo ouro. O perfil plasmidial e a
clonalidade foram avaliados respectivamente por lise alcalina e ERIC-PCR. Resultados e
conclusfes: De um total de 2.494 E. coli 12 albergavam genes de AmpC plasmidial; a
frequéncia de AmpC plasmidial foi portanto de 1,8% em pacientes hospitalizados 0,46% em
pacientes ambulatoriais. O sequenciamento dos genes que codificam AmpCs plasmidiais
evidenciou tratarem-se de 11 blacuy-» € uma blacuy-4. O melhor desempenho do teste fenotipico
com cefoxitina, ceftazidima e acido fenilbordnico foi obtido quando utilizados um minimo de 5
mm de diferenca entre o halo de inibicdo com o disco adicionado de acido fenilborénico e puro
para cefoxitina e ceftazidima. Com esses parametros a sensibilidade foi de 100%, a
especificidade de 100%, o valor preditivo positivo 100 % e valor preditivo negativo 100%. Foi
observada a presenca e disseminacdo de trés grupos clonais de E. coli produtoras de CMY

entre hospitais na cidade de Sdo Paulo.

Palavras-chave: Escherichia coli, AmpC, plasmidios, resisténcia antimicrobiana, cefalosporinas
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ABSTRACT

ROCHA, D. A. C. “Phenotypic and genotypic characterization of plasmidial AmpC beta-
lactamases in Escherichia coli”. 2014. 92f. (Dissertacdo de Mestrado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&do Paulo, 2014.

Introduction: AmpC enzymes can degrade cephalosporins and cephamycins and are not
inhibited by clavulanic acid, sulbactam or tazobactam. They can be encoded by genes of plasmid
or chromosomal location. Detecting these enzymes is epidemiologically important because their
expression and concomitant porins loss in Enterobacteriaceae can lead to resistance to
carbapenems, antimicrobials widely used to treat serious infections. Reports of detection of
plasmidial AmpCs in Brazil are scarce, but the analysis of the susceptibility profile of Escherichia
coli isolated from cases of urinary tract infection in patients attended in a private laboratory,
located at the city of Sao Paulo, from 2006 to 2010 indicated a considerable increase in cefoxitin
resistance, a marker for plasmidial AmpC expression. In 2006 the rate was 0.03% and in 2011 it
was 0.65%. One hypothesis for this increase was the spread of clones or genes encoding AmpC
transferred into plasmids. Objective: To characterize the genetic determinants in E. coli
presenting a phenotype consistent with plasmidial AmpC production. Material and Methods: We
studied all E. coli not susceptible to cefoxitin isolated in urine cultures at Fleury Medicine and
Health, in S&o Paulo, during the period from January 2" to February 1% 2012. The isolates were
phenotypically evaluated for purity, species identification and enzymatic blockage with cefoxitin
and ceftazidime disks with added phenylboronic acid. The presence of genes encoding plasmidial
AmpCs was evaluated using two different PCR methods. Sequencing of the genes detected was
obtained. The performance of the enzymatic blockage with phenylboronic acid was determined
using PCR as a gold standard. The plasmid profile and clonality were evaluated respectively by
alkaline lysis and ERIC-PCR. Results and conclusions: Among 2,494 E. coli isolates, 12 had
genes encoding for plasmidial AmpC; consequently the frequency of plasmidial AmpC in E. coli
was 1.8% in inpatients and 0.46% in outpatients. Sequencing of the genes encoding plasmidial
AmpCs showed them to be blacwy.2 and just one blacwy-4. The better performance of the
phenotypic test was obtained when at least 5 mm inhibition zone difference was observed
between the disc of cefoxitin and ceftazidime with added phenylboronic acid. With these
parameters the sensitivity was 100%, specificity 100%, positive predictive value 100% and
negative predictive value 100%. The presence and the dissemination of three clonal groups of

CMY producing E. coli was observed among hospitals located at the city of S&o Paulo.

Key-words: Escherichia coli, AmpC, plasmids, antimicrobial resistance, cefalosporins.



11

1 INTRODUCAO

1.1 InfeccBes causadas por Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria Gram negativa, anaerdbia facultativa,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. E a espécie mais frequentemente isolada
de amostras de origem humana em laboratdrios de microbiologia clinica. E. coli tem
sido reportada em doencas infecciosas que acometem quase todos os tecidos e
sistemas organicos de humanos, e € um dos agentes mais frequentes de sepse
(KAPER et al., 2004).

E. coli constitui uma fragdo significativa da microbiota intestinal de pessoas
saudaveis; no entanto, algumas cepas podem causar infec¢des intestinais ou extra-
intestinais, que podem ser localizadas ou sistémicas. As infecgbes urinarias e
bacteremias secundarias a infecgbes intra-abdominais sdo as infeccdes extra-
intestinais mais frequentemente causadas por esse patogeno (KAPER et al., 2004).

Os antibidticos B-lactamicos sdo um dos grupos mais utilizados no tratamento
das infeccdes extraintestinais por E. coli. Uma das limitagdes no tratamento com [3-
lactamicos € a expressdao de [-lactamases, enzimas bacterianas capazes de
degradar esse grupo de antimicrobianos (PELEG; HOOPER, 2010). N&o ha
dados recentes publicados do Brasil, mas dados da América Latina, nos quais estédo
incluidos informacdes de trés centros distintos no Brasil, referentes aos anos de
2008 a 2010, indicando uma taxa de resisténcia de 6,3% a cefoxitina em E. coli
(GALES et al., 2012). Em E. coli o mecanismo de resisténcia a cefoxitina usualmente
€ a producdo de AmpC plasmidiais (COUDRON; MOLAND; THOMSON, 2000);
portanto caracterizar os determinantes genéticos dessa resisténcia € essencial para

entendimento dos mecanismos que permitem a sua disseminacao.

1.2 Parede celular bacteriana

A parede celular € uma estrutura complexa, composta por camadas de
peptideoglicano. A porcdo glicana é formada a partir de juncbes de &acido N-
acetilmuramico (MurNac ou NAM) e N-acetilglicosamina (GlcNac ou NAG). A porc¢éo
peptidica da parede celular liga-se aos MurNac da porcdo glicana, configurando
pontes cruzadas de peptideos, que embora seja varidvel, a estrutura de

aminoacidos, sempre contém cadeias laterais de tetrapeptideos. E essa estrutura
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rigida, com padrdo de rede, que permite a alta pressdo osmotica intrabacteriana
(BABIC; HUJER; BONOMO, 2006;VOLLMER; BLANOT; DE PEDRO, 2008).

A sintese do peptideoglicano pode ser dividida em trés etapas: (1) sintese de
precursores sollveis, que se inicia no citoplasma bacteriano, com a formacgédo do
Lipidio | e Lipidio II; (2) transporte dos precursores para o lado externo da membrana
citoplasmatica; (3) polimerizacdo das subunidades do peptideoglicano
(transglicosilacbes e transpeptidacbes) (BAUER; DICKS, 2005; GEISEL et al.,
2001).

O Lipidio | é formado pela ligacdo de MurNac-pentapeptideo a um carreador
lipidico transmembréanico undecaprendlico (Figura 1 - A). Nesse complexo (Lipideo
1), a por¢cado da MurNac recebe GlcNac, sendo chamada entédo de Lipideo Il (Figura 1
- B) (GEISEL et al., 2001; VAN HEIJENOORT, 2007).

OH

0
HO
0
-s= HNAc| OH OH

. \ —
[+] O‘-P—O'-P'o "\.
7] &

A L-Ala o o
+D-Glu
Lipidio |

Ay Lipidio Il
D-Ala

Figura 1 — (A) Lipidio | (MurNac com a cadeia de pentapeptideos ligado a um receptor
transmembrana undecaprendlico); (B) Lipidio Il (Lipidio | ligado a GlcNac). Adaptado de VAN
HEIJENOORT (2007).

Apbés o transporte do lipideo Il para a porcdo externa da membrana
citoplasmatica, a autolisina quebra as ligagbes glicosidicas e peptidicas no

peptideoglicano, e entdo o lipideo Il € ligado a parede celular por transglicosilacdes e
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transpeptidacdes (Figura 2) (GEISEL et al., 2001; TRABULSI, 2004; VAN
HEIJENOORT, 2007).

CH3CONH CHOH . CH3CONH
HO 0 9/ o
° d /3 R o £
CH,OH CheCH, CTaCONF CHyOH Gh-CHg

CO-NH-CH-CO-NH-CH-COOH CO—NH-ClH-CO-N H-CH-COQH CO-NH-CH-CO-NH-CH-COOH
| | | | |

CH3CONH

CHg CHg CHg CHy CHg CHy
?Hz CHp Hy
CO-NHCH-CO-NH-GH-COOH  HpN-CH-COOH CO-NH-GH-CO-NH-CH-COOH CONH-CH-CONHGHCOOH

Gt GHg CHp GHz CHy Gy
CHy Cha CHy
GHz CHz CHz2
HoN-CH-COOH CONH-CHH CD-NH-CH_CQQH
CHz CH3
S b
po-NH- CH-CO-NH-CH-COOH CO--..
CH'CHa CH CH3
CI-bCONH CHBCDNH
CH:OH
CH20H O—
CHaCONH CH3(:0NH

Figura 2 — Estrutura do peptideoglicano. Notar em verde as ligacdes glicosidicas; em vermelho as
ligacdes peptidicas e em azul 0 monémero que compde o peptideglicano, GlcNac - MurNac com a
cadeia lateral de tetrapeptideos. Adaptado de VOLLMER et al., (2008).

1.3 Antibiéticos B-lactamicos

Os B-lactamicos sdo os antibidticos mais utilizados na prética clinica,
principalmente em infec¢cdes causadas por bactérias da familia Enterobacteriaceae
(BUSH; FISHER, 2011). Sao agentes bactericidas que possuem um anel B-lactamico
ligado a um anel de tiazolidina e uma cadeia lateral que é variavel (Figura 3).
Exercem seu efeito antimicrobiano impedindo a formacdo da parede celular
bacteriana (BABIC et al., 2006).

=0
1 (‘ 2 HOY o
o wd i
Penicilina G Cefalosporinas
Q //(—\

i \SG‘H -

3 4 f‘ =0
Monobactamicos Carbapenémicos ¢

Figura 3 — Estrutura quimica dos B-lactamicos. O anel betalactamico é representado um quadrado.
Adaptado de BABIC et al., (2006).
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Na formacdo da parede celular bacteriana, um grupo de enzimas
denominadas proteinas ligadoras de penicilina (PBPs - penicillin-binding-proteins)
tem acao bifuncional, atuando como glicosiltransferases e transpeptidases. Os -
lactamicos tem como alvo as PBPs, impedindo que estas atuem como
transpeptidases e, portanto o estabelecimento da ponte peptidica entre residuos de
acido N-acetilmuramico. Isso faz com que a parede celular perca sua estabilidade e
rigidez, predispondo a célula a lise osmética (DEROUAUX et al., 2011).

1.4 Resisténcia a B-lactamicos

Em bacilos Gram-negativos o mais eficiente e importante mecanismo de
resisténcia a [B-lactamicos se deve a produgdo de B-lactamases, que tem a
capacidade de catalisar a hidrélise do anel B-lactamico (Figuras 4 e 5),
impossibilitando a ligagdo do antibidético as PBPs (BUSH; JACOBY, 2010;
PHILIPPON; ARLET; JACOBY, 2002). Um dos fatores que permitem tal eficiéncia é
a localizacdo dessas enzimas no espaco peri-plasmatico, regido limitada pelas

membranas interna e externa em Gram-negativos (Figura 6).

Sitio de acdo das B-lactamases

Figura 4 — Sitio de acdo das enzimas B-lactamases. Adaptado de BABIC et al., (2006).

o) o)
n H i H s
@-GHrC—N CH,—C—N
—
N CO,H H N COLH

Figura 5 — Hidrdlise da benzilpenicilina por uma beta-lactamase. Reproduzido de BUSH, (1988).
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Figura 6 - Diagrama esquematico do envoltério celular de um Gram-negativo. A- membrana interna;
B- espaco peri-plasmatico; C- membrana externa. Fonte: Centers for Disease Control and Prevention.

1.4.1 Classificagao das B-lactamases

Atualmente as B-lactamases séo classificadas de duas maneiras diferentes
(Quadro 1). Na classificacdo de Ambler (1980) sdo agrupadas com base na estrutura
e sequéncia de aminoacidos: serina-p-lactamases e metalo-p-lactamases (AMBLER,
1980). Na classificacdo Bush e colaboradores (1995) sdo agrupadas conforme
semelhancas na estrutura, sequéncia de aminoacidos e propriedades bioquimicas
(BUSH; JACOBY, 2010; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).



Quadro 1 - Classificagédo das B-lactamases
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?;ngt;y Ambler Caracteristicas Enzimas

1 C Hidrolise de cefalosporinas e cefamicinas, geralmente com  AmpC, CMY-2; FOX-1;
altos valores de kcat que penicilinas; ndo inibidas por acido MIR-1
clavulanico e tazobactam; alta afinidade por aztreonam.

le C Hidrélise de penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas de GC1; CMY-37;
espectro expandido, monobactamicos; nao inibidas por
acido clavulanico ou tazobactam.

2a A Hidrdlise eficiente de penicilinas; inibidas por &cido PC1 e outras
clavulanico e tazobactam. penicilinases de

estafilococos;

2b A Hidrolise eficiente de penicilinas e cefalosporinas de SHV-1;TEM-1; TEM-2;
primeira geragdo; inibidas por acido clavulanico e TLE-1;(TEM-90);
tazobactam

2be A Hidrolise de penicilinas, cefalosporinas de espectro ESBLs: CTX-M-15; CTX-
expandido, monobactamicos; inibidas por acido clavulanico M-44; PER-1; SFO-1;
e tazobactam. SHV-5; TEM-10; TEM-

26; VEB-1;

2br A Hidrolise eficiente de penicilinas e cefalosporinas de IRTs: TEM-30; TEM-76;
primeira geragdo; ndo sdo bem inibidas por &cido TEM-103; SHV-10; SHV-
clavulanico. 26;

2ber A Hidrolise de penicilinas, cefalosporinas de espectro CMTs: TEM-50; TEM-68;
expandido e monobactamicos; menos eficientemente TEM-89;
inibida por acido clavulanico e tazobactam.

2c A Hidrolise eficiente de carbenicilina; inibidas por éacido PSE-1; CARB-3
clavulanico.

2d D Hidrolise eficiente de cloxacilina ou oxacilina; nem sempre OXA-1; OXA-10;
inibida por acido clavulanico.

2de D Hidrolise de penicilinas e cefalosporinas de espectro ESBLs: OXA-11; OXA-15
expandido; nem sempre inibida por acido clavulanico.

2df D Hidrolise de carbapenémicos e cloxacilina ou oxacilina; OXA-23; OXA-48;
nem sempre inibido por acido clavulanico.

2e A Hidrolise eficiente de cefalosporinas; inibidas por acido CepA;
clavulanico e tazobactam, mas nao por aztreonam.

2f A Hidrolise de carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas e  IMI-1;KPC-2; SME-1;
cefamicinas; pobremente inibidas por &cido clavulanico, GES-2;
pequena inibicdo por tazobactam.

32 B Hidrélise de todos 0s B-lactamicos, exceto IMP-1; L1; NDM-1; VIM-
monobactamicos. 1;
Inibidas por EDTA e quelantes de ions metalicos; néo
inibidas por acido clavulanico e tazobactam.

3b B Hidrolise preferencial de carbapenémicos; inibidos por CphA, Sfh-1;

EDTA e quelantes de ions metélicos; n&o inibidas por
acido clavulanico e tazobactam.

Adaptado de BUSH; JACOBY, (2010).

1.5 B-lactamases AmpC

A B-lactamase AmpC, detectada em Escherichia coli, foi a primeira enzima

descrita com capacidade de destruir a penicilina, porém néo era referenciada com

esse nome em 1940 (JACOBY, G. A,, 2009). Na

classificacao

estrutural de

(AMBLER, 1980), as AmpCs pertencem a classe C, enquanto na classificacao

funcional de Bush e colaboradores (1995), pertence ao grupo 1 (JACOBY, G. A,

2009).
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As AmpCs podem ser subdivididas em dois grandes grupos: cromossomicas
e plasmidiais. S&o denominadas AmpCs cromossOomicas aquelas codificadas por
genes de localizacdo cromossdmica e plasmidiais aquelas codificadas por genes de
localizacdo plasmidial. Além da localizacdo, diferem pela presenca de genes
acessorios e reguladores quando a localizagdo € cromossémica, 0 que ndo é
observado nas plasmidiais. O operon cromossémico contém os genes ampC, ampD,
ampG e ampR e estd presente no chamado grupo CESP - Citrobacter freundii,
Enterobacter spp. Serratia spp., Providencia spp., Proteus vulgaris, Morganella
morganii e Hafnia alvei.

A superexpressao de ampC em bactérias Gram-negativas pode ocorrer pela
desregulacédo do gene cromossdmico ou pela aquisicdo de plasmideos ou outros
elementos transferiveis, sendo chamado entdo de AmpC mediadas por plasmideos
(PEREZ-PEREZ; HANSON, 2002). Em muitas bactérias da familia
Enterobacteriaceae, a expressdo basal de AmpC €& diminuida, mas € induzivel
guando ha exposicdo a B-lactamicos. Essa caracteristica de regulacédo € observada
em operons de localizacdo cromossémica (JACOBY, G. A., 2009). A interrupcéao da
formacéo parede celular causada pela acdo dos B-lactamicos leva ao acumulo de
mondmeros de peptideoglicano no citosol bacteriano. Esses monémeros competem
com os oligopeptideos de acido UDP-N-acetilmuramico no sitio de AmpR (regulador
de transcricdo) fazendo com que haja mudancas conformacionais em AmpR e
ativacdo da transcricdo de ampC. A célula bacteriana possui uma enzima no
citoplasma (AmpD) que remove os mondmeros derivados da formacdo da parede
celular, reduzindo as concentracdes desses oligopeptideos, o qual previne a
superexpressdo de ampC, mas o acumulo de mondmeros de peptideoglicano
guando ha acdo de B-lactamicos é desproporcionalmente maior que a capacidade
da AmpD de metaboliza-los (Figura 7) (JACOBY, G. A., 2009). A mutacdo de ampD
€ a causa mais comum de superexpressao de ampC. Mutacdes em ampR sé&o
menos comuns, mas podem resultar em cepas com alta producdo de AmpC ou hiper
induziveis. AmpG é uma permease que permite a o transporte de oligopeptideos
para a formacdo da parede celular e consequentemente atua indiretamente na
regulacdo de ampC. A mutacdo em ampG é menos comum e resulta em baixos
niveis de expressao de ampC (JACOBY, G. A., 2009).

A regulacdo de ampC é variavel entre as diferentes espécies bacterianas.

Uma grande diferenca entre E. coli e outras bactérias da familia Enterobacteriaceae
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€ que este microrganismo nao tem ampR, consequentemente a expressao de ampC
em E. coli ndo é induzivel, mas é regulada por promotores e mecanismos de
atenuacdo (JACOBY, G. A, 2009; MULVEY et al.,, 2005; PEREZ-PEREZ;
HANSON, 2002).
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Figura 7 - Regulacdo da expressédo de ampC. Reproduzido de WALSH (2003).

A nomenclatura das AmpCs, assim como a das demais B-lactamases, néo
tem uma regra fixa, podendo ser uma inferéncia quanto ao substrato preferencial, a
exemplo de CMY (cefamicinas), FOX (cefoxitina), MOX (moxalactam), LAT
(latamoxef). A designacdo pode ser também pelo tipo de p-lactamase, sendo
exemplo ACT (AmpC type), ACC (Ambler Class C); local aonde foi descoberto sendo
exemplo MIR-1 (Mirian Hospital in Providence, R.l.), DHA (Dhahran hospital in Saudi
Arabia); ou ainda as iniciais do nome do primeiro paciente do qual foi isolada a cepa
com o gene descrito: BIL-1 (Bilal) (PHILIPPON et al., 2002).

AmpC plasmidiais tém sido descritas desde 1989 (Quadro 2) (JACOBY, G. A.,
2009). Grande parte dos genes que codificam AmpCs plasmidiais foram isolados de
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, no entanto também foram encontradas em
outros géneros bacterianos. Enterobactérias produtoras de AmpC estdo dentre as
maiores preocupacdes clinicas por serem resistentes a cefalosporinas de 12, 22 e 32
geracdo e outros [p-lactamicos com excecdo de cefepime, cefpiroma e
carbapenémicos (PEREZ-PEREZ; HANSON, 2002).
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Quadro 2 — Cronologia da descricdo de AmpCs plasmidiais

AmpC B- Pais de Ano da L .
Espécie em que foi isolada
lactamases Origem publicacdo
CMY-1 Koréia do Sul 1989 Klebsiella pneumoniae
CMY-2 Grécia 1996 Klebsiella pneumoniae
MIR-1 Estados 1990 Klebsiella pneumoniae
MOX-1 Japéao 1993 Klebsiella pneumoniae
LAT-1 Grécia 1993 Klebsiella pneumoniae
FOX-1 Argentina 1994 Klebsiella pneumoniae
DHA-1 Arabia 1997 Salmonella Enteriditis
ACT-1 Estados 1997 Klebsiella pneumoniae
ACC-1 Alemanha 1999 Klebsiella pneumoniae
CFE-1 Japao 2004 Escherichia coli

Adaptado de JACOBY, G. A. (2009).

A maior diversidade de enzimas esta nas do tipo CMY ja tendo sido descritas
98 variedades até o momento. As outras duas com diversidade significativa sdo ACT
e FOX para as quais ja foram descritas respectivamente 10 e 9 variedades.
(JACOBY, G.; BUSH, 2013). As AmpCs plasmidiais descritas até 0 momento tiveram
origem em genes de localizacdo cromossémica pertencentes a enterobactérias do
grupo CESP, e foram mobilizados provavelmente por eventos de transposi¢cao
(Quadro 3) (SERAL; GUDE; CASTILLO, 2012).

Quadro 3 — Distribuicdo das familias de genes que codificam AmpC plasmidial e espécies

bacterianas de provavel origem

Familias de AmpC Origem Cromossbmica
CIT (CMY e LAT) Citrobacter freundii
DHA Morganella morganii
ACC Hafnia alvei
FOX Aeromonas media
MOX Aeromonas caviae

EBC (ACT e MIR) Enterobacter cloacae e/ou Enterobacter asburiae

CFE-1 Citrobacter freundii
SERAL et al., (2012).
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1.5.1 Deteccéao de B-lactamases AmpC

Alguns trabalhos mostraram alta taxa de falha clinica em pacientes infectados
por microrganismos produtores de AmpC, especialmente os que receberam
cefalosporinas como tratamento. De oito pacientes infectados com bactérias que
apresentavam resisténcia e que foram tratados com ceftazidima ou cefotaxima, mas
sem imipenem, seis faleceram; no entanto, 12 de 14 pacientes infectados com
bactérias com mesmo perfil de susceptibilidade, mas que receberam imipenem como
terapia definitiva, apresentaram resposta clinica adequada (COUDRON, 2005).

A deteccao de microrganismos produtores de AmpC pode ser importante para
0 ajuste terapéutico e também para controlar a disseminacdo desses clones; no
entanto, ndo estdo disponiveis diretrizes para a deteccdo de microrganismos que
produzam AmpC plasmidial ou organismos que carregam multiplos genes que
codificam B-lactamases (COUDRON, 2005; SONG et al., 2007; JACOBY, G. A,
2009; TAN et al., 2009; KASHIF; YASSIN; HOSNY AEL, 2012; GEYER; REISBIG;
HANSON, 2012;).

A patrtir de estudos relacionados com inibidores de B-lactamases descritos por
Bush e colaboradores e Kiener e colaboradores (BUSH; BONNER; SYKES, 1980;
KIENER; WALEY, 1978), o acido fenilborénico (AFB) foi descrito por Beesley e
colaboradores (BEESLEY et al., 1983) como bloqueador reversivel de enzimas [-
lactamases de classe C.

Os isolados produtores de AmpC plasmidial usualmente apresentam
sensibilidade reduzida ou resisténcia a ceftazidima e a cefoxitina, restaurada com
adicdo de AFB aos discos de sensibilidade contendo esses antimicrobianos
(COUDRON, 2005; SU; GOTTLIEB; MERLINO, 2012); entretanto carbapenemases
do tipo KPC também sao inibidas por esse composto (PASTERAN et al., 2008).

Coudron e colaboradores adaptaram o teste tridimensional anteriormente
utilizado para deteccdo de B-lactamases de espectro ampliado, para detectar
AmpCs. O teste consiste em utilizar um extrato protéico obtido por ciclos sucessivos
de congelamento e descongelamento por cinco vezes consecutivas. A cepa padrao
E. coli ATCC 25922 ¢é inoculada em toda a superficie do agar Muller Hinton e um
disco de 30 pg de cefoxitina é aplicado. Utilizando-se um bisturi estéril é feita uma
fenda no agar de forma radial a partir de 5 mm da borda do disco de cefoxitina.

Cerca de 30 uL do extrato protéico preparado anteriormente sdo dispensados na
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fenda sem que haja transbordamento. O conjunto € incubado por 18 a 24 horas
antes da leitura. A presenca de crescimento bacteriano em direcdo ao disco de
cefoxitina indica positividade do teste (Figura 8). A limitacdo do teste € que indica
apenas degradacdo enzimatica de cefoxitina, mas ndo é especifico para AmpC
(COUDRON et al., 2000).

Figura 8 - Teste tridimensional para detec¢cdo de AmpC. As setas indicam amostras positivas para a
producdo de AmpC. Reproduzido de COUDRON et al., (2000).

Coudron propbs também o uso de discos de cefotetam acrescidos ou ndo de
400 ug de AFB para a deteccdo de AmpC. E. coli e K. pneumoniae que apresentam
um aumento do diametro do halo de inibicdo igual ou maior que 5 mm, comparando-
se os discos de cefotetam com e sem AFB e ndo apresentavam sensibilidade a
cefoxitina, foram confirmados como produtores de AmpC. Uma das cepas testadas
era produtora de KPC-2, sensivel a cefoxitina e apresentou diferenca de halo de
inibicdo, para cefotetam isoladamente e com AFB, de 3 mm. A principal limitacdo do
trabalho € que apenas nove isolados produtores de AmpC plasmidial foram testados
(COUDRON, 2005; SONG et al., 2007).

Song e colaboradores utilizaram discos de 30 pg de cefoxitina e cefotetam
com e sem 400 pg de AFB para a deteccdo de AmpCs plasmidiais, mas nao
testaram nenhum isolado produtor de KPC ou E. coli produtoras de AmpC
plasmidial. Um total de 66 K. pneumoniae, K. oxytoca, Proteus mirabilis e Salmonella
sp. produtores de AmpCs plasmidiais apresentaram diferenca de halo de inibicéo,
para cefoxitina isoladamente e com AFB, iguais ou maiores que 4 mm, excetuando
uma K. pneumoniae produtora de DHA-1 cuja diferenca foi de 3 mm (SONG et al.,
2007).
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Outra metodologia utilizada para a deteccéo de B-lactamases do tipo AmpC é
a utilizacdo de discos com cloxacilina, descrita por Ruppé e colaboradores (2006)
gue se embasa em teste de sinergismo (RUPPE et al., 2006). Os autores propdem
um teste em duas etapas, posicionando o disco contendo 500 pg de cloxacilina a
uma distancia borda a borda dos discos de cefotaxima e ceftazidima igual ao raio do
halo de inibicdo mais 1 cm (Figura 9), o que contrasta com a indicacéo do fabricante
dos discos de cloxacilina, que indica 1 cm de distancia borda a borda como padréao a
ser utilizado. A principal limitagdo do teste € ndo terem sido testadas cepas
produtoras de KPC, uma vez que esse grupo de enzimas degrada eficientemente
cefalosporinas de terceira geracdo e é inibido por AFB, o que pode resultar testes

falsamente positivos.

Figura 9 - Teste de potenciagdo com cloxacilina em K. pneumoniae produtora de AmpC plasmidial
DHA-1. CAZ- ceftazidima; CL500 — cloxacilina; CTX — cefotaxima. Reproduzido de RUPPE et al.,
(20086).

Tan e colaboradores utilizaram a discos de 30 ug de cefoxitina com e sem
400 pg de AFB, e discos de 30 pg cefoxitina com e sem 200 ug de cloxacilina e
discos de 30 pg de cefoxitina com ambos compostos. A combinacdo cefoxitina e
cloxacilina apresentou as melhores sensibilidade e especificidade. Utilizando-se uma
diferenca minima de diametros igual a 4 mm a especificidade e a sensibilidade foram
de 95%. Utilizando-se uma diferengca minima de diametros igual a 5 mm a
especificidade e a sensibilidade foram respectivamente 92% e 98%. A principal
limitacdo do trabalho € néo ter testado isolados produtores de KPC (TAN et al.,
2009).

Recentemente uma metodologia para deteccdo de AmpCs foi proposta por
Kashif e colaboradores (KASHIF et al., 2012). O salicilato de soédio induz a
expressdo do operon marRAB em bactérias Gram negativas, fazendo com que a

concentracdo inibitéria minima para alguns antibioticos aumente. No entanto, em
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isolados com superexpressdo de ampC a adicéo de salicilato de sddio a antibioticos
B-lactamicos causa a reducdo da concentracao inibitéria minima, que € devido a
repressao da expressao de ampC pelo salicilato de sodio.

A deteccdo fenotipica de AmpC nado permite a distincdo entre os diferentes
tipos de enzimas; por isso se faz necesséaria a utilizagdo de métodos moleculares
para a caracterizacao dos genes responsaveis pela codificacdo dessas enzimas.

Perez-Perez e colaboradores desenvolveram uma PCR multiplex, utilizando
seis pares de iniciadores, a qual permite a deteccdo dos diferentes grupos de
AmpCs plasmidiais; entretanto, por ter sido concebido hd 10 anos e ter havido
descricao de varias AmpCs desde entdo, 0 método ndo é capaz de detectar todas as
variantes dos diferentes grupos (PEREZ-PEREZ; HANSON, 2002).

Dallenne e colaboradores (2010) propuseram um conjunto de PCRs capazes
de detectarem as B-lactamases mais importantes na pratica clinica. Uma dessas
reacoes detecta simultaneamente todos os genes AmpC plasmidial. O método
proposto detecta os grupos de genes que codificam AmpCs plasmidiais CIT, EBC,
DHA, ACC, MOX e FOX, mas nao tem controle interno (DALLENNE et al., 2010).

Zhu e colaboradores desenvolveram uma reacao baseada em técnica de PCR
multiplex assimétrica e microarranjo. Nessa metodologia sédo realizados dois ciclos
de PCR para gerar o acumulo de produtos para a hibridizagdo no ensaio de
microarranjo, onde sdo pesquisados 10 genes de resisténcia (ESBLs e AmpCs) e
concomitantemente realiza a tipagem de seis mutacdes pontuais no gene blasyy
(ESBL) (ZHU et al., 2007).

Recentemente Geyer e colaboradores propuseram o uso da PCR multiplex
em tempo real para a deteccdo de AmpCs plasmidiais. Foram delineados iniciadores
para seis familias de AmpCs plasmidiais e iniciadores para a amplificacdo do gene
16S como controle de integridade do DNA analisado (GEYER et al., 2012).
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2 MOTIVACAO

No Brasil ha apenas um relato da deteccdo de AmpC plasmidial em E. coli
(PAVEZ et al., 2008), um relato de deteccdo de blacuy em Salmonella enterica
(PEIRANO et al., 2006), um trabalho com deteccéo de um isolado de K. pneumoniae
produtor de blacwy-2ike €m S&o Paulo (CAMPANA et al., 2013) e um trabalho de
estudo de prevaléncia ndo teve sucesso em encontrar AmpC plasmidiais em
isolados clinicos de pacientes da cidade do Rio de Janeiro (DA SILVA DIAS et al.,
2008). Em contraste, a analise do perfil de sensibilidade de E. coli isoladas de
amostras de pacientes da comunidade e hospitalizados, atendidos no Fleury
Medicina e Saude, na cidade de S&o Paulo, no periodo de 2006 a 2010, evidenciou
um aumento sustentado da frequéncia de E. coli resistente a cefoxitina, um
marcador para expressdo de AmpC plasmidial. Enquanto nos anos de 2006 e 2007
a frequéncia foi de 0,03% em 91.400 isolados, em 2008 a frequéncia foi de 0,35% e
em 2009 e 2010 as taxas foram respectivamente 0,70% e 0,65%. Uma vez que nao
houve mudanca metodologica, uma das hipdteses para esse aumento é a
disseminacdo de clones ou de genes localizados em transposons ou integrons e

transferidos em plasmideos.
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3 OBJETIVO

Caracterizar os determinantes genéticos em E. coli com fenétipo compativel

com producao de AmpC plasmidial.

3.1 Objetivos especificos

e Determinar a frequéncia de AmpCs plasmidiais em E. coli isoladas de culturas
de urina;

e Avaliar o desempenho do acido fenilborénico como bloqueador de enzimas
AmpC,;

e Caracterizar os genes que codificam AmpCs plasmidiais;

e Avaliar a sensibilidade aos carbapenémicos dos isolados produtoras de
AmpC.

e Auvaliar a clonalidade dos isolados produtores de AmpC por ERIC-PCR.

e Avaliar a hidrdlise de cefoxitina nos isolados que foram resistentes a
cefoxitina, nos isolados que apresentaram bloqueio enzimatico com acido
fenilborbnico e que foram negativos na PCR para genes que codificam
AmpCs plasmidiais.

e Avaliar producdo de ESBL nos isolados que foram resistentes a cefoxitina,

com diferenca maior ou igual a 5 mm para cefoxitina e negativos na PCR.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem dos isolados

Durante o periodo de 02 de janeiro a 01 de fevereiro de 2012, no Fleury
Medicina Diagnoéstica, um total de 2.494 culturas de urina foram positivas para E.
coli. Desse total, 109 isolados (4,37%) apresentaram sensibilidade intermediaria ou
resisténcia a cefoxitina pelo sistema Vitek2 e foram selecionadas e armazenadas
para uso neste estudo. Essa amostragem incluiu amostras de pacientes internados e
ambulatoriais. A confirmacdo do género e espécie foi feita primariamente por
promocdo de crescimento em &gar CPS (bioMérieux) e nos casos em que as
colénias ndo apresentavam a coloracdo rosa caracteristica, a identificacdo da
espécie foi confirmada por espectrometria de massas utilizando-se o equipamento
MALDI-Biotyper (Bruker).

Além dessa amostragem, foram incluidos trés E. coli produtoras de AmpC
plasmidial para a realizacdo dos ensaios de PCR e sequenciamento dos genes
(C1101689, C1210549 e C1301628). Esses isolados nao foram incluidos nos

céalculos de frequéncia, sensibilidade ou especificidade.

4.2 Deteccao fenotipica de AmpCs plasmidiais

Foi avaliado o bloqueio enzimatico com acido fenil-borénico, adicionado aos
discos de 30 ug de ceftazidima ou cefoxitina (Oxoid). A solucdo de AFB (Sigma-
Aldrich 78181) foi preparada dissolvendo-se 120 mg em 3 ml de DMSO e a seguir
adicionando-se igual volume de &gua grau reagente. A cada disco foram
adicionados 20 pL. Os discos foram preparados imediatamente antes do uso
(COUDRON, 2005; SONG et al., 2007).

Foi preparada suspensédo com turbidez equivalente ao padrdo 0.5 da escala
de McFarland e semeada sobre placa de agar Mueller-Hinton com espessura média
de 4 mm. Apés evaporacdo do excesso de umidade foram aplicados discos de
cefoxitina e ceftazidima com e sem inibidores. Apés 18 a 24 horas de incubacédo a
36 + 1 °C foram aferidos os diametros dos halos de inibicdo e calculadas as
diferencas entre os halos obtidos com e sem inibidores. Foram utilizadas como
controle negativo a E. coli ATCC 25922 e controle positivo a cepa de E. coli
produtora de CMY-2-like (PAVEZ et al., 2008).
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4.3 Deteccao de genes que codificam AmpCs

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) multiplex foi realizada com o0s
iniciadores de (PEREZ-PEREZ; HANSON, 2002) com as seguintes modificacfes: a
reacdo foi dividida em duas reacdes multiplex com a adicdo dos iniciadores para
amplificagéo dos gene 16S, utilizado como controle de rDNA bacteriano.

A primeira reacgao utilizou iniciadores para deteccdo de genes que codificam
enzimas dos tipos MOX (blayox-1, blamox-2, blacmy-1, blacwy-s a blacmy-11), CIT (blajar-1
a blajar-4, blacuy-2 a blacwy.7, blag-1), DHA (blapua-1 € blapna-2), ACC (blaacc), EBC
(blaacT1 € blamir1) e FOX (blarox-1 a blaroxsp) € iniciadores que amplificam
fragmentos de rDNA 16S e a segunda com iniciadores para deteccédo de genes que
codificam FOX (iniciadores FOX-217-FW e FOX-552-RV, desenvolvidos neste
estudo) e MOX (Quadro 4). A temperatura de anelamento ideal para a primeira
reacdo foi de 60°C e para a segunda reacao foi de 55°C. Os controles positivos
utilizados foram cepas que possuem algum tipo de AmpC cromossémica, conforme
citado por Cejas e colaboradores (2012) para blapya foi utilizado um isolado de
Morganella morganii (D4141434), um isolado de Aeromonas caviae (87251942),
para blaacc um isolado de Hafnia alveii (C4171841), para blaggc um isolado de
Enterobacter asburiae (D4040536), para blacr um isolado de Citrobacter freundii
(D4042263) e para blarox um isolado de Escherichia coli (FOX) gentilmente cedida
pela professora Dra. Ana Gales. A cepa Aeromonas caviae (87251942) foi utilizada
primariamente como controle para blayox, no entanto ndo houve sucesso na
amplificacdo desse controle, sendo utilizado apenas como controle de rDNA 16S
(CEJAS et al., 2012).

O DNA gendmico foi extraido com kit GE Healthcare lllustra bacteria genomic
Prep Mini Spin. O volume de 1puL da amostra foi submetido a PCR multiplex
contendo tampéo de PCR 1X (150 mM Tris-HCI, 500mM KCI, pH 8,0), 0,2 mM de
cada desoxinucleotideo, 1,5mM de MgCl,, 0,16 uM de cada um dos iniciadores
(Quadro 4), 1 U de AmpliTag Gold® LD (Applied Biosystems®) e agua grau reagente
completando o volume final para 25 yL. A amplificacdo foi realizada com um ciclo
unico de 3 minutos a 94°, 35 ciclos de amplificacdo que consistiu em 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 60°C para a primeira reacdo e 55°C para a segunda reacgéo, 1

minuto a 72°C. Apos os ciclos de amplificagéo, a reagéo foi submetida a um ciclo de
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7 minutos a 72°C para extenséo final. Os fragmentos foram analisados em tamp&o
Tris-Borato-EDTA 1X em gel de agarose a 1% corado com GelRed™.

Outra reacdo de PCR multiplex foi realizada para a confirmagdo da
amplificagdo dos genes de resisténcia utilizando o protocolo de Dallenne e
colaboradores (2010), que amplificam grupos de genes que amplificam ACC (blaacc-
1 € blaacc2), FOX (blarox.1 @ blarox.s), MOX (blamox-1, blamox-2, blacmy-1, blacuy-s a
blacmy-11, blacmy-19), DHA (blapna-1 € blapna-2), CIT (blaiar1 a blagar-s, blagi-1, blacmy-2
a blacmy-7, blacumy-12 @ blacuy-1s € blacmy-21 @ blacmy-23), EBC (blaacr-1 € blamir-1), A
reacdo foi modificada adicionando-se iniciadores que amplificam o gene rDNA 16S,
utilizado como controle de amplificagcdo. Os controles empregados foram 0s mesmos
utilizados na reacédo de Perez-Perez e colaboradores (2002) (DALLENNE et al.,
2010).

O DNA gendmico foi extraido com o kit GE Healthcare lllustra bacteria
genomic Prep Mini Spin Kit. Um volume de 1pL da amostra foi submetida a PCR
multiplex contendo: 1X tampéao de PCR (150 mM Tris-HCI, 500mM KCI, pH 8,0), 0,2
mM de cada desoxinucleotideo, 1,5mM de MgCI2, 0,16 pM de cada um dos
iniciadores (Quadro 4), 1 U de Taq Platinum® (Invitrogen®) e agua completando o
volume final para 25 puL. A amplificacdo foi realizada seguindo o perfil ciclico: 10
minutos a 94°, 30 ciclos de amplificacdo que consistiu em 40 segundos a 94°C, 40
segundos a 60°C, 1 minuto a 72°C e um ciclo Unico de 7 minutos a 72°C para
extensdo final. Os fragmentos foram analisados em tampao Tris-Borato-EDTA 1X

em gel de agarose a 1% corado com GelRed™.
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o Tamanho do Posicdo de Referéncias
Iniciador Sequéncia (5°23)
produto (pb) anelamento
(PEREZ-PEREZ;
MOXMF GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 358-378
HANSON, 2002)
520
(PEREZ-PEREZ;
MOXMR CACATTGACATAGGTGTGGTGC 877-856
HANSON, 2002)
CITMFD TGGYCAGAACTGACWGGCAAA 462 478-498 Este estudo
CITMRD TTTCTCYTGAACGYGGCTGGC 939-919 Este estudo
(PEREZ-PEREZ;
DHAMF AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 1244-1265
HANSON, 2002)
405
(PEREZ-PEREZ;
DHAMR CCGTACGCATACTGGCTTTGC 1648-1628
HANSON, 2002)
(PEREZ-PEREZ;
ACCMF AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 861-881
HANSON, 2002)
346
(PEREZ-PEREZ;
ACCMR TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 1206-1186
HANSON, 2002)
EBCMF TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 302 1115-1135 Este estudo
EBCMR CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 1416-1396 Este estudo
(PEREZ-PEREZ;
FOXMF AACATGGGGTATCAGGGAGATG 1475-1496
HANSON, 2002)
190
(PEREZ-PEREZ;
FOXMR CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 1664-1644
HANSON, 2002)
CMY-G1- Este estudo
GCCGCTGCTCAAGGAGCACA 455-474
MOX-FW
959
CMY-G1- Este estudo
TGGCCAGCATGACGAYGCCG 1413-1394
MOX-RV
MIR-ACT-456- Este estudo
AW GCGCTTTTATCAAAACTGGCAGCCG 1386-1407
597
MIR-ACT- Este estudo
TCAGGAATAAAKGCCACGTAGCTGC 1979-1955
1052-RV
CMY-G2-266- Este estudo
AW TTAACGGCGTGTTGGGCGGC 2189-2208
657
CMY-G2-922- Este estudo
RV CGCTGCCGTTGATGATCGAATCA 2845-2823
ACC-117-FW CCAGCCGCTGATGCAGAAGA 855 766-785 Este estudo
ACC-971-RV ACAATCGGCGTAGCMACGCT 1620-1601 Este estudo
FOX-217-FW CAGCGCGTCAGCGAGCAGAC 336 917-936 Este estudo
FOX-552-RV TGCGGCCAGGTGACCAAACAG 1252-1232 Este estudo
rrs-27FW AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 27- 47 (Maiwald, 2004)
rrs-1492RV GGTTACCTTGTTACGACTT 1466 1492- 1473 (Maiwald, 2004)
MultiCaseACC (Dallenne, 2010)
. CACCTCCAGCGACTTGTTAC 744-763
or
— 346
MultiCaseACC (Dallenne, 2010)
GTTAGCCAGCATCACGATCC 1089-1070
_rev
MultiCaseFOX (Dallenne, 2010)
. CTACAGTGCGGGTGGTTT 396-413
or
— 162
MultiCaseFOX 557-540 (Dallenne, 2010)
CTATTTGCGGCCAGGTGA

_rev

Continua ...
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Quadro 4 - Iniciadores para detecgéo de B-lactamases do tipo ampC plasmidial.

o Tamanho do Posicdo de Referéncias
Iniciador Sequéncia (5°23)
produto (pb) anelamento
MultiCaseMO (Dallenne, 2010)
X § GCAACAACGACAATCCATCCT 3-23
or
- 895
MultiCaseMO (Dallenne, 2010)
GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA 900-879
X_rev
MultiCaseDHA (Dallenne, 2010)
¢ TGATGGCACAGCAGGATATTC 113-133
or
— 997
MultiCaseDHA (Dallenne, 2010)
GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG 1109-1088
_rev
MultiCaseCIT_ (Dallenne, 2010)
¢ CGAAGAGGCAATGACCAGAC 570-589
or
_ 538
MultiCaseCIT_ (Dallenne, 2010)
ACGGACAGGGTTAGGATAGY 1107-1088
rev
MultiCaseEBC (Dallenne, 2010)
. CGGTAAAGCCGATGTTGCG 189-207
_for
MultiCaseEBC 683 (Dallenne, 2010)
AGCCTAACCCCTGATACA 871-854
_rev
JS-CMY-2-1- Este estudo
ATGATGAAAAAATCGWTATGCTGCG 1-25
25-FW
JS-CMY-2- 1139 Este estudo
AGCTTTTCAAGAATGCGCCA 1139-1119
1139-20-RV
(VERSALOVIC;
ERIC-1 CAGCCATGAACAACTGGTGGCG - - KOEUTH,; LUPSKI,
1991)
(VERSALOVIC et al.,
ERIC-2 TGCTTTGCGCAGGGAAAGAAGATTCC 1091

R=A+G;Y=C+T,M=A+C;K=G+T;S=G+C W=A+T,H=A+T+C;B=G+T+C;D=
G+A+T,N=A+C+G+T;V=G+A+T.

4.4 Enterobacterial repetitive intergenic consensus - ERIC-PCR

Foi preparada suspensédo com turbidez equivalente ao padrdo 0.5 da escala
de McFarland e 100uL foi submetida a extracdo de DNA por lise térmica. O volume
de 2uL da amostra foi submetido a PCR descrita por Versalovic e colaboradores
(1991), com modifica¢des: 1X tampdo de PCR (100 mM Tris-HCI, 500mM KCI, pH
8,8), 2 mM de cada desoxinucleotideo, 3 mM de MgCI2, 2,5 uM de cada um dos
iniciadores (ERIC-1 E ERIC-2), 1 U de Taq DNA Polymerase (Fermentas - Thermo
Scientific®) e agua completando o volume final para 25 pL. A amplificacdo foi
realizada seguindo o perfil ciclico: 10 minutos a 94°, 30 ciclos de amplificacdo que
consistiu em 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 52°C, 8 minutos a 72°C com 16 minutos a

72°C para extensao final. Os fragmentos foram analisados por eletroforese em
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tampéo Tris-Borato-EDTA 1X, em gel de agarose a 1,5% corado com GelRed™. A
escala de DNA 1kb plus DNA Ladder Invitrogen® foi utilizada como referéncia.
(VERSALOVIC et al., 1991). A similaridade entre os perfis gerados por ERIC-PCR foi
avaliada utilizando-se o programa Bionumerics, com calculo do coeficiente de Dice,
1% de otimizagcdo e tolerancia. Foram interpretados como possivelmente
relacionados os perfis com similaridade igual ou maior que 85% (CASAREZ et al.,
2007).

4.5 Deteccao fenotipica de carbapenemases

Foi preparada suspensao bacteriana com turbidez equivalente ao padrao 0.5
da escala de McFarland. Essa suspensao foi semeada sobre placa de agar Mueller-
Hinton com espessura média de 4 mm. ApoOs evaporacdo do excesso de umidade
foram aplicados discos de ertapenem, meropenem e imipenem com e sem acido
fenilborénico (TSAKRIS et al., 2011), EDTA (NORDMANN et al., 2011) ou cloxacilina
(GISKE et al., 2011). ApoOs 18 a 24 horas de incubacao a 37°C foram aferidos os
diametros dos halos de inibicdo e calculadas as diferencas entre os halos obtidos

com e sem inibidores.

4.6 Teste de hidrolise de cefoxitina

Foi obtido crescimento bacteriano em placas de agar LB com disco de
cefoxitina (30ug) por 18-24 horas de incubacdo a 37°C. Foi inoculada uma colbnia
em 5 mL de caldo TSB com disco de cefoxitina (30ug) antes de ser incubada a 37°C
por 18-24 horas. Todo crescimento bacteriano foi centrifugado a 3.000 rpm por 15
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano foi ressuspendido em
tampéao fosfato de potassio a 25 mM, pH 7,0 e a seguir foi mantido em gelo picado.
As amostras foram sonicadas em uma poténcia de 30% por 4 ciclos de 30 segundos
com intervalo de 30 segundos entre ciclos no equipamento Branson Digital Sonifier
modelo 102 C (Branson) . O produto foi centrifugado a 13.000 rpm por 3 minutos a
4°C e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. O ensaio foi realizado
utilizando-se 1800 pL de solugéo de cloreto de sédio a 0,85% acrescido de 100 uM
do antibitdtico e 200 pL do extrato proteico. Foram feitas leituras da solucdo salina,

da solucao salina acrescida do antibidtico e dos testes com o extrato enzimatico. A
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leitura foi realizada em espectrofotbmetro Evolution modelo 260 Bio (Thermo
Scientific) no comprimento de onda 260nm por 5 minutos de 30 em 30 segundos e
por duas horas de 5 em 5 minutos (ANTONIO, 2010). Foi utilizada a cepa Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 como controle negativo de hidrélise de cefoxitina, pois €
produtora de blaspyy.1s € a concentracdo inibitéria minima para cefoxitina é de 32
pg/ml, provavel alteracdo da permeabilidade e ndo por producdo de enzimas
capazes de hidrolizar a cefoxitina. O controle positivo foi realizado com a cepa
Escherichia coli A7090874, produtora de blacwyy-2.

4.7 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima nos isolados falsamente

positivos no teste com acido fenilborénico

Foram selecionadas 2 a 3 colbnias com 18 a 24 horas de crescimento para
preparo de suspensdo em solugéo salina na concentragdo equivalente a escala 0,5
de McFarland (1,5 x 10® UFC/mL). Foi realizada uma diluicdo de 1:100 da
suspensao bacteriana em caldo Muller-Hinton com volume final de 10 mL.

Em placas de 96 pocos em formato de “U”, foi diluido o antibidtico
(ceftazidima) iniciando-se com a concentracdo de 32 pg/mL, diluindo-se até 0,03
pMg/mL, e deixando-se um volume final em cada poco de 50 pL. A coluna 12 foi
utilizada para controle de crescimento bacteriano (sem o antibiotico). Para controle
de qualidade foi utilizada a cepa de referéncia E. coli ATCC 25922.

Foram inoculados 50 pL da suspensdo bacteriana diluida (0,1 ml da
suspensao com turbidez equivalente ao padréo 0.5 da escala de McFarland diluida
em 10 ml de caldo MH) nas placas ja contendo o antibiético com o dobro da
concentracgdo, para que haja uma diluicdo de 1:2 do antibiético e 0 mesmo atinja as
concentracfes desejadas. ApOs a inoculacdo, a placa foi incubada a 36 + 1 °C por
18-24 horas antes da leitura e interpretacdo utilizando-se os critérios interpretativos
do CLSI 2014 e do EUCAST 2014 (CLSI, 2014a; EUCAST, 2014).

4.8 Teste confirmatério para ESBL
Uma suspensao com turbidez equivalente ao padrédo 0,5 da escala de

McFarland, preparada a partir de crescimento puro e com 18 a 24 h, foi semeada

sobre placa de &agar Mueller-Hinton com espessura média de 4 mm. Apos
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evaporacdo do excesso de umidade foram aplicados discos de ceftazidima e
cefotaxima com e sem 10 pg de acido clavulanico. Apds 18 a 24 horas de incubacgéo
a 37°C foram aferidos os diametros dos halos de inibicdo e calculadas as diferencas
entre os halos obtidos com e sem inibidores. Foram utilizadas como controle
negativo a E. coli ATCC 25922 e como positivo a cepa de Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 (CLSI, 2013).

4.9 Extracéo de plasmideos

A extracgdo foi realizada segundo a descricdo de (BIRNBOIM; DOLY, 1979). Foi
obtido crescimento bacteriano em caldo Mueller Hinton incubado a 37°C por 18 a 24
horas. Um volume de 500 pL da suspenséao foi centrifugado por 30 segundos a 16.000 g
a 4°C antes da remocao de todo o sobrenadante. Foram adicionados 100 pL de solucéo
| contendo lisozima, glicose e Tris-HCI| e a massa bacteriana foi homogeneizada em
vortex. A seguir foram adicionados 200 pL da solucéo Il contendo NaOH e SDS e foi
realizada a homogeneizagcdo cuidadosa por cinco vezes, por inversdo. A mistura foi
incubada por cinco minutos e a seguir foram adicionados 150 pL da solucao Il contendo
acetato de sodio 3M, e mantida em banho de gelo. A mistura foi homogeneizada por
inversao por cinco vezes antes de ser centrifugada a 16.000 g. O sobrenadante (400 L)
foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e a ele foram adicionados 1,0 mL de
etanol absoluto antes da homogeneizagéo por inverséo. O tubo foi mantido a -20°C por
30 minutos antes de nova centrifugacdo a 16.000 g. ApOs desprezar todo o
sobrenadante o centrifugado foi dissolvido em 100 pL de solucdo estéril de acetato de
sodio 0,1M e Tris-HCI a 0,05M, a seguir foram adicionados 200 pL de etanol absoluto
gelado. A solucao foi incubada a -20°C por 20 minutos antes de nova centrifugagcédo a
16.000 x g. O sobrenadante foi removido e descartado. ApOs toda a evaporacdo do
alcool, o centrifugado foi ressuspenso em 40 pL de tampao TE 1X. Foi feita uma corrida
em gel de agarose 0,7% em tampao TBE por 5 horas com 2,9 V/cm e apdés revelacdo
com GelRed as imagens foram obtidas sob transiluminador UV.

A andlise dos tamanhos dos plasmidios foi realizada pela afericdo da distancia
em mm da origem da aplicacdo até a banda do plasmidio e comparadas de acordo com

as distancias aproximadas, utilizando-se a cepa E.coli 39R 861 como referéncia.
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410 Amplificacdo e sequenciamento de genes que codificam AmpCs

plasmidiais

O DNA gendmico foi extraido com o kit GE Healthcare lllustra bacteria
genomic Prep Mini Spin. Um volume de 1pL da amostra foi submetido a PCR
contendo tampé&o de PCR 1X (150 mM Tris-HCI, 500mM KCI, pH 8,0), 0,2 mM de
cada desoxinucleotideo, 1,5mM de MgCl,, 0,16 uM de cada um dos iniciadores (JS-
CMY-2-1-25-FW e JS-CMY-2-1139-20-RV), 1 U de AmpliTag Gold® LD (Applied
Biosystems®) e Agua grau reagente completando o volume final para 50 pL. A
amplificacdo foi realizada com um ciclo Unico de 3 minutos a 94°, 35 ciclos de
amplificagdo que consistiu em 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a
72°C. Apos os ciclos de amplificacdo, a reacao foi submetida a um ciclo de 7
minutos a 72°C para extensao final. Os fragmentos foram analisados em tampéao
Tris-Borato-EDTA 1X em gel de agarose a 1% corado com GelRed™.

A purificacdo do DNA para a reacdo de sequenciamento foi realizada
utilizando-se o kit GFX (G&E Healthcare). Os produtos amplificados (45 pL) foram
misturados a 250 pL de tampéo de captura e a solucao resultante foi transferida para
tubo com coluna de silica. Os tubos foram centrifugados a 12.000 g por 30 s. Foram
pipetados 250 pL de tampé&o de lavagem a cada coluna e centrifugados 12.000 g por
30 s e a seguir a o tubo contendo as solucbes coletadas foram descartados. A
coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 ml e a cada uma das colunas foram
adicionados 30 pL de tampéao de eluicdo. Apés um minuto em temperatura ambiente
as colunas foram centrifugadas a 16.000 g por 1 minuto. A concentracdo de DNA na
amostra obtida apOs purificacdo foi determinada em equipamento NanoDrop
(Uniscience). Quando necessario, a concentracdo da solucdo de DNA foi ajustada
para 8,0 ng/uL adicionando-se tampao de eluicdo. As reacBes de sequenciamento
foram preparadas em placas de 96 tubos de 200 pL. Cada reacéo contendo 2,0 pL
de BigDye versdo 3.1 (Applied Biosystems) 1,0 uL de tampao fornecido com o kit
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction versdao 3.1 (Applied
Biosystems), 2,0 uL de solucado de iniciador na concentracdo de 1,6 pmol/uL, e 5,0
pL de solucdo de DNA na concentracdo de 8ng/ pL. As condicbes de
sequenciamento foram: 5 min a 96 °C; 30 ciclos de 1 min a 96 °C, 30 sa 50 °C, e 4
min a 60 °C. As reacOes foram precipitadas adicionando-se 1,0 puL de solugéo de

acetato de sédio (3,0 M; pH 4,6) e 25 pL de etanol absoluto. A mistura incubada a
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temperatura ambiente ao abrigo da luz por 15 minutos antes de centrifugacéo a
2.000 g por 45 minutos. A placa foi invertida sobre papel absorvente, e novamente
centrifugada a 150 g por 1 minuto. Foram adicionados a cada tubo 150 puL de etanol
a 70% antes de centrifugacdo a 2.000 g por 15 minutos. A placa foi novamente
invertida sobre papel absorvente e centrifugada a 150 g por 1 minuto. Foram
adicionados 10 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) a cada tubo e a seguir a
placa foi mantida ao abrigo da luz a -15°C até o momento de sua introducdo no
sequenciador. Uma vez obtidos os eletroferogramas, a sequencia consenso foi
determinada utilizando-se o programa DNABaser. Foram elaborados bancos locais
utilizando-se o programa BioEdit (HALL, 1999), contendo todas as sequéncias
blaampc descritas até o momento. Os numeros dos depositos foram obtidos no site
Lahey Clinic (JACOBY, G.; BUSH, 2013) e a seguir foram baixados do GenBank.

As sequencias obtidas neste estudo foram entdo comparadas com as

sequencias contidas nesses bancos locais, utilizando-se o programa BioEdit.

4.11 Calculos dos parametros de desempenho dos testes

Para os calculos de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo, foi utilizado o programa Microsoft Office Excel. Todos os parametros de
desempenho foram calculados considerando como padrdo ouro a deteccdo de
genes nos isolados por PCR. Apenas 12 isolados detectados como produtores de
AmpC plasmidial pela técnica de PCR foram submetidos ao calculo como isolados
verdadeiramente positivos.

A sensibilidade do teste foi calculada dividindo-se o total de isolados
verdadeiramente positivos pela soma dos isolados verdadeiramente positivos e
isolados falsamente negativos.

A especificidade do teste foi calculada dividindo-se o total de isolados
verdadeiramente negativos pela soma dos isolados verdadeiramente negativos e
isolados falsamente positivos.

O valor preditivo positivo foi calculado dividindo-se o total de isolados
verdadeiramente positivos pela soma dos isolados verdadeiramente positivos e
isolados falsamente positivos.

O valor preditivo negativo foi calculado com o total de isolados

verdadeiramente negativos divididos pela soma dos isolados verdadeiramente
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negativos e isolados falsamente negativos.
Foram testadas todas as combinacdes de diferenca de halo de inibicdo de
ceftazidima e cefoxitina adicionados de acido fenilbordnico.
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5 RESULTADOS

5.1 Bloqueio enziméatico com acido fenilbordnico

Durante o periodo de 02 de janeiro a 01 de fevereiro de 2012, 2.494 culturas
de urina foram positivas para E. coli no Fleury Medicina Diagnoéstica, dos quais 109
isolados, um por paciente, apresentaram sensibilidade intermediaria ou resisténcia a
cefoxitina pelo sistema Vitek2 e cartdo AST-N104. Desse total, 32 isolados
apresentaram resisténcia a cefoxitina pelo método de disco-difusao.

Dentre os 32 isolados com resisténcia a cefoxitina, confirmada por disco-
difusdo, um isolado apresentou bloqueio enzimatico positivo apenas para cefoxitina
e apenas um para ceftazidima. Doze isolados apresentaram bloqueio enzimatico
com ambos 0s substratos. Foram considerados positivos para o bloqueio com AFB
isolados que apresentaram um minimo de 5 mm de diferenca entre os halos de
inibicdo obtidos com o disco de antibi6tico adicionado de AFB e com o antibiético
puro (Figura 10 e 11).

CEFOXITINA CEFOXITING

CEFOXITINA
CEEO:FIEINA T AFB

CEFTAZIDIMA

CEFTAZIDIMA
+AFB

CEFOXITINA
CEFOXITINA
+AFB

CEFTAZIDIMA EFTAZIDIMA

CEFTAZIDIMA | CEFTAZIDIMA
+AFB +AFB

- ciM2289

Figura 10 — Testes de bloqueio enzimético com acido fenilborénico. A- E. coli produtora de CMY-2; B-
E. coli ATCC 25922; C- Isolado C1112259 com diferencas de halos de 8 mm para cefoxitina e 9 mm
para ceftazidima; D- Isolado C1061693 com diferencas de halos de 7 mm para cefoxitina e 10 mm
para ceftazidima.
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Bloqueio com
Cefoxitina
n=1

Bloqueio com
Ceftazidima
n=1

A B

Figura 11 — Distribuicdo das E.coli segundo perfil de sensibilidade para cefoxitina por disco-difuséo
(A) e blogueio enzimatico com acido fenilborénico (AFB) considerando-se positivo se a diferenca de
halos de inibicdo com e sem AFB foi igual ou maior que 5 mm (B).

5.2 Otimizagao das reagcdes multiplex para detecgdo de genes blaampc

As concentracdes O6timas de reagentes e ciclos de amplificacdo foram
padronizadas com o termociclador Veriti (Applied Biosystems) e a DNA polimerase
AmpliTaq Gold LD (Applied Biosystems). Nessas condi¢cdes de reacdo foi possivel
amplificar fragmentos dos tamanhos esperados com cepas de referéncia que
albergavam os genes dos grupos CIT, EBC, DHA, ACC, assim como houve
amplificacdo adequada do gene rDNA 16S nos isolados sem genes que codificam
AmpCs plasmidiais (Figura 12).

TR 7 g

S 6

1000 bp
850 bp
650 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

A B

Figura 12 — Modificacdo da PCR multiplex de Perez-Perez, 2002. A) eletroforese em gel de agarose
de produtos de PCR multiplex para blact, blagsc, blaacc, blapya € rDNA 16S. 1- cepa D4042263 blacir
(462 bp); 2- cepa D4040536 blaggc (302 bp); 3- cepa C4171841 blaacc (346 bp); 4- cepa D4141434
blapna (405 bp); (5) e (6) - controles negativos; 7 — canaleta vazia; 8 - escala de referéncia 1 kb plus
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(Invitrogen). B) eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR multiplex para blagox, blaywox €
rDNA 16S. 1- cepa C4171841 blaacc; 2- cepa D4040536 blagsc; 3- cepa D4042263 blact; 4- cepa
FOX blarox (336 bp); 5- controle negativo (H,O); 6 e 7 — Canaletas vazias, 8 — Escala de referéncia 1
kb plus (Invitrogen). Notar amplificagdo do fragmento referente ao gene rDNA 16S (1492 bp) nas
canaletas 1,2 e 3 e sua auséncia no controle negativo (adgua) e amplificacdo de banda inespecifica no
controle para blac;r com o peso de aproximadamente 200 bp.

O protocolo descrito por Dallenne e colaboradores (2010) para a amplificacédo
de fragmentos de blaampc, adicionado de iniciadores para deteccdo de rDNA 16S
(controle interno) permitiu a deteccdo dos genes que codificam AmpCs plasmidiais
em todas as cepas de referéncia utilizadas neste trabalho. A adicdo de DNA das
diferentes cepas de referéncia em uma Unica reacdo permitiu a deteccao de todos
0s genes que codificam AmpC plasmidial, dos quais estavam disponiveis cepas de
referéncia (Figura 13).

1000 bp

- o 850 bp

650 bp

-~ 500 bp
- — 400 bp

. - - 300 bp
. 200 bp

100 bp

Figura 13 — Modificacdo da PCR multiplex descrita por Dallenne, 2010. Eletroforese em gel de
agarose de produtos de PCR multiplex para blact, blagsc, blaacc, blapna, blarox € rDNA 16S. 1 - cepa
D4042263 blacr (538 bp); 2 - cepa D4040536 blaggc (683 bp); 3 - FOX blarox (162 bp); 4 — cepa
C4171841 blaacc (346 bp); 5 — cepa D4141434 blapua (997 bp); 6 — cepa 87251942 (controle de rDNA
bacteriano); 7 e 8 — mistura de todos os controles, 9 - controle negativo (H,O), 10 — Escala de
referéncia 1 kb plus (Invitrogen).

5.3 Deteccdo de genes que codificam AmpCs plasmidiais nos isolados clinicos

As reacfes multiplex originalmente descritas por Dallene e colaboradores
(2010) e Perez-Perez e colaboradores (2002) foram utilizadas para avaliar a
presenca de genes que codificam AmpCs plasmidiais em todos os isolados incluidos
neste estudo. Houve 100% de concordancia entre os resultados obtidos com os dois
protocolos. De um total de 109 isolados testados, em 12 isolados (Tabela 1) houve

amplificagdo de produtos com tamanho estimado de 538 bp (protocolo de
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(DALLENNE et al.,, 2010) modificado) de 462 bp (protocolo de Perez-Perez e
colaboradores (2002) modificado), que correspondem a genes blacir, blacyy ou
blaiat. N&o foram detectados outros tipos de genes que codificam AmpCs
plasmidiais na amostragem analisada e houve amplificagédo do rDNA 16S em todos
os isolados que néo albergavam genes que codificam AmpCs plasmidiais.
Considerando-se que esses genes foram detectados apenas em um subgrupo
de 12 isolados de uma amostragem inicial de 2.494 isolados, a frequéncia de genes
qgue codificam AmpCs plasmidiais em E. coli isoladas de amostras de urina de
pacientes da cidade de S&o Paulo foi 1,8% em pacientes hospitalizados e 0,46% em

pacientes ambulatoriais.

Tabela 1 — Distribuicdo dos isolados que apresentaram genes que codificam AmpCs plasmidiais

segundo o perfil de sensibilidade a ceftazidima e cefoxitina e bloqueio enzimatico com AFB.

Halo de inibicdo (mm) e  Diferenca entre halos

N° do categoria de inibigao* Resultados de PCR

isolado Perez-Perez  Dallenne

Cefoxitina Ceftazidima Cefoxitina Ceftazidima modificado®  modificado®

C1050854 9 R 14 R 10 9 blacit blacir
C1061693 5 R 15 R 10 7 blacit blacir
C1060031 10 R 12 R 5 10 blacr blacir
C1112259 5 R 11 R 8 9 blacit blacir
C1200914 8 R 10 R 8 13 blacit blacir
C1270333 5 R 14 R 10 10 blacit blacir
C1242478 5 R 12 R 14 17 blacit blacir
C2011471 5 R 10 R 10 15 blacir blacir
C1281993 6 R 12 R 9 11 blacir blacit
C1270322 5 R 12 R 10 12 blacir blacit
C1312699 6 R 19 I 6 6 blacir blacit
C1310573 5 R 13 R 7 20 blacit blacit

Legenda: * Diferenca entre os halos de inibigéo com e sem a adicdo de acido fenilborbnico. R =
Resistente; | = Sensibilidade intermediaria. *Os iniciadores amplificam um fragmento de mesmo
tamanho para os genes blact, blacuy € blaat.
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5.3 Correlacdo entre testes fenotipicos e presenca de genes que codificam
AmpC plasmidial

Os resultados dos testes fenotipicos foram avaliados tomando como padréo
ouro o resultado das PCRs para genes que codificam AmpCs plasmidiais. Todos os
12 isolados que albergavam genes que codificam AmpCs plasmidiais neste estudo,
de um total de 109 testados, foram resistentes a cefoxitina, e ndo sensiveis a
ceftazidima (Tabela 1), segundo os critérios do EUCAST e CLSI (CLSI, 2014b;
EUCAST, 2014).

A seguir os resultados das PCRs foram utilizados como padréo ouro para o
calculo dos parametros de desempenho dos testes fenotipicos: sensibilidade,
especificidade, valores preditivo positivo e preditivo negativo.

Foram calculados os parametros para a diferenca de halos para cefoxitina de
3 mm a 7 mm de diferenga e também a combinagéo de cefoxitina e ceftazidima
considerando todas as combinacdes de diferencas de halo entre os antibioticos
puros e acrescidos de AFB.

A menor diferenca de halos entre os isolados testados foi de 5 mm, portanto o
teste com maior sensibilidade e especificidade foi a combinacdo de diferenca de
halos de inibicdo maiores ou iguais a 5 mm para cefoxitina e ceftazidima. Atingindo
100,0 % de sensibilidade, 100,0% de especificidade, valor preditivo positivo de
100,0% e valor preditivo negativo de 100,0%. Os dados brutos das analises de todos

0s parametros comparados encontram-se no Apéndice A.

5.4Sequenciamento dos genes que codificam AmpCs plasmidiais

Os quinze isolados positivos ha PCR multiplex foram submetidos a uma nova
reacdo de PCR utilizando iniciadores desenvolvidos neste trabalho (JS-CMY-2-1-25-
FW e JS-CMY-2-1139-20-RV) e iniciadores descritos por Mata et al.;2012. Os
produtos obtidos foram purificados e sequenciados com 0s mesmos iniciadores. As
sequencias nucleotidicas foram utilizadas para gerar sequencias consenso. A seguir
essas sequencias foram traduzidas em aminoacidos preservando-se a fase de
leitura em alinhamento com o gene blacuy-2 (GenBank X91840), utilizando-se o
programa BioEdit versao 7.1.7 (HALL, 1999).
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Dentre os 15 isolados testados 14 foram idénticas a CMY-2 e apenas 1
idéntica a CMY-4, apesar de haver uma substituicho nessa sequéncia de
nucleotideos. Foram depositadas no GenBank uma sequéncia de blacwy-2
representativa do grupo de 14 isolados e a sequéncia de blacuy-4 cOm 0s nameros
de acesso KJ488945.1 e KJ496347.1 respectivamente.
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5.5 Avaliacao da sensibilidade aos carbapenémicos nos isolados produtores
de CMY-2

Em funcéo do fato de que a expressédo de AmpC plasmidial quando associada
a perda de porinas pode levar a resisténcia aos carbapenémicos, todos os isolados
que se apresentaram positivos na PCR e tinham o perfil fenotipico caracteristico de
AmpC plasmidial foram testados com discos de carbapenémicos (imipenem,
ertapenem e meropenem) adicionados ou ndo de solucdes de acido fenilborénico,
EDTA ou cloxacilina. Dados os isolados produtores de AmpC plasmidial foram
sensiveis aos carbapenémicos utilizando-se os critérios do CLSI ou do EUCAST
(CLSI, 2014a; EUCAST, 2014). Nenhum dos isolados apresentou diferenca igual
ou maior que 5 mm quando da adicdo de EDTA. Apenas o isolado C1312699
apresentou diferenca de halo de inibicdo quando da adicdo de AFB ou CLOXA aos
discos de meropenem. O mesmo isolado apresentou diferenca de 5 mm quando da
adicdo de CLOXA ao disco de ertapenem. Para este isolado as diferencas dos halos

de inibicdo com imipenem adicionado de CLOXA ou AFB foram de 1 mm (Tabela 5).
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Tabela 5 — Resultados do teste de sensibilidade a antibidticos por disco difuséo e teste fenotipico para deteccdo de producédo de carbapenemases dos

isolados produtores de AmpC plasmidial

Meropenem Imipenem Ertapenem

sl Moo egora com com com (HGESEHEIRENO NN 100 Cocgos com com com

AFB* CLO* EDTA* AFB* CLO* EDTA* AFB* CLO* EDTA*
€1050854 26 S 2 2 2 23 S 1 1 1 26 S 1 1 1
€1061693 25 S 2 1 2 23 S 0 0 0 25 S 2 2 1
€1060031 27 S 0 2 0 23 S 2 2 0 25 S 2 2 2
C1112259 26 S 1 1 1 25 S 0 0 0 25 S 2 0 0
C1200914 25 S 0 1 -1 25 S -2 -1 -1 26 S 1 0 0
C1270333 25 S 0 2 2 25 S -2 1 28 S 2 1 2
C1242478 29 S 1 1 1 27 S 0 28 S 1 1 0
€2011471 33 S 0 -1 -1 30 S 0 31 S 1 1 1
C1281993 34 S 1 0 0 31 S -1 0 36 S -1 -2 0
C1270322 31 S 0 -4 -3 28 S 1 -1 0 30 S 2 0 1
C1312699 25 S 6 6 1 28 S 1 -1 -1 26 S 4 5 3
C1310573 30 S 0 -2 0 27 S 0 0 0 29 S 1 0 1

* = mm; MEM= Meropenem; IMP= Imipenem; ETP = Ertapenem; AFB = Acido Feniborénico; CLO= Cloxacilina; EDTA = Acido etilenodiamino tetra-acético.
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5.6Avaliacdo da atividade de hidrolise de cefoxitina nos isolados positivos
para o bloqueio com AFB e negativos na PCR para genes que codificam

AmpCs plasmidiais

Dez isolados foram resistentes a cefoxitina por disco difusdo, apresentaram
diferenca de halo maior que 5 mm para cefoxitina com AFB (Tabela 5), mas foram
negativos na PCR para genes que codificam AmpCs plasmidiais. Como a
negatividade da PCR poderia ser devida a presenca de AmpCs plasmidiais ainda
ndo descritas, foram realizados ensaios de hidrolise de cefoxitina. Como controle
positivo foi utilizada a cepa E. coli blacuy-2 A7090874 e como controle negativo foi
utilizada a cepa K. pneumoniae ATCC 700603, que € produtora de ESBL, mas nao
degrada cefoxitina. Nenhum dos isolados testados foram capazes de degradar a
cefoxitina no tempo de duas horas de incubacdo, com intervalos de medi¢cdo de 5
min, enquanto a cepa produtora de CMY-2 (A7090874) hidrolisou a cefoxitina, o que
€ caracterizado pela reducdo na densidade o6ptica final em relacdo a inicial (Figura
15).

25

=
- n

Densidade dptica (260nm)

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 Tempo

(min)
—&— CEFOXITINA w— A7090874 —— ATCC 700603 —+— 2011701 +— (1311961 —+— (1312404 —— (1120227
C1061202 —4+—C1302305 8- (1191519 2032318 ca021625 C2011846
Figura 15 — Ensaio de hidrélise de cefoxitina. Curva em verde (*) — E. coli A7090874 (CMY-2); curva
em roxo — K. pneumoniae ATCC 700603 produtora de SHV18 (controle positivo de ESBL). Demais
cores isolados positivos para o teste fenotipico para AmpC e negativos por PCR.
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5.7Deteccédo fenotipica de ESBLs nos isolados positivos para o bloqueio com

acido fenilborénico e negativos na PCR para genes que codificam AmpCs

5.7.1 Determinacdo da concentracao inibitéria minima para ceftazidima

Como a falsa positividade do bloqueio com AFB poderia ser devida a
presenca de ESBLs, foi determinada a concentracdo inibitéria minima para
ceftazidima nos 10 isolados que apresentaram resisténcia a cefoxitina, diferenca
maior ou igual a 5 mm no teste com AFB, mas foram negativos na PCR. Enquanto a
maioria apresentou sensibilidade quando aplicados os critérios interpretativos do
CLSI, a maioria dos isolados foi considerada intermediaria ou resistente pelos
critérios do EUCAST (Tabela 5). Segundo os critérios do CLSI, isolados com CIM
para ceftazidima igual ou maior que 2 pg/mL séo considerados potenciais produtores
de ESBL,; entretanto optamos por executar 0 método confirmatorio em todos os 10
isolados (Tabela 6).

Tabela 6 — Deteccdo de ESBL e hidrélise de cefoxitina em isolados falsamente positivos para AmpCs

plasmidiais.
Cefoxitina PCR Ceftazidima
Protocolo Categoria Teste Hidrélise
N° dos Halo Perez- Protocolo CIM Confirmatorio da
Isolados (mm) Categoria Perez Dallenne (ug/ml) CLSI EUCAST | paraESBL  cefoxitina
C1120227 6 R Mz = 2 s | M= Neg
C1061202 7 R N N 1 s s N Neg
C1302305 8 R Mz = 1 s s M= Neg
C1191519 5 R Neg Neg 8 | R Positivo Neg
C2032318 13 R N N 2 S | M Neg
Neg Neg Neg Neg
C2011701 7 R 0,5 s s
C1311961 R e g 2 S I NED Neg
C1312404 11 R N N 8 | R Positivo Neg
C2021625 10 R e g 2 S I NED Neg
C2011846 7 R Neg Neg 2 s | Neg Neg

Legenda: Neg - Negativo; R — Resistente; S — Sensivel; | - Intermediério.
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5.7.2 Deteccao de ESBL com bloqueio com clavulanato

Foi realizado teste de confirmacdo para ESBL (Figura 16) nos isolados que
foram resistentes a cefoxitina, apresentaram diferen¢a de halo maior que 5 mm para
cefoxitina com AFB, mas foram negativos nas PCRs.

Dentre os dez isolados testados, apenas os isolados C1312404 e C1191519
apresentaram diferenca entre os halos igual ou maior que 5 mm quando comparado
o disco acrescido o acido clavulanico com o disco puro (Tabela 5); portanto apenas
esses isolados foram considerados produtores de ESBL.

Figura 16 — Teste confirmatério para ESBL. Foram utilizados discos de cefotaxima (CTX) e
ceftazidima (CAZ). Placa a esquerda — E. coli ATCC 25922 (negativo); placa no centro — Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 (positivo); placa a esquerda — isolado C1312404 (positivo). Este isolado
apresentou positividade no teste fenotipico para AmpC e negatividade na PCR.

5.8Avaliacao da relacao clonal entre os isolados que albergam genes blacuy

Visando avaliar a relacdo clonal entre os isolados produtores de CMY, foi
realizada extracdo do DNA e a seguir a reacdo de ERIC-PCR. A similaridade entre
os perfis gerados foi avaliada utilizando-se o programa Bionumerics, com calculo do
coeficiente de Dice, 1% de otimizacdo e tolerancia. Foram interpretados como
possivelmente relacionados os perfis com similaridade igual ou maior que 85%
(CASAREZ et al., 2007). Para fins de controle de qualidade foi incluido na analise o
isolado C2010305, cultivado de amostra de cultura de urina do mesmo paciente do
isolado C1242478, com intervalo de seis dias entre as culturas.

Houve 100% de similaridade entre os perfis desses dois isolados C2010305,
e C1242478 de um mesmo paciente. Foi observada a presenca de trés grupos
clonais que continham dois ou mais isolados, designados ERIC-1, ERIC-2 e ERIC-3.

O grupo clonal ERIC-1 apresentou dois isolados com 100% de similaridade e um
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terceiro com perfil com cerca de 86% de similaridade. Os dois isolados com 100% de
similaridade foram detectados em pacientes externos atendidos em dois hospitais
distintos. O grupo clonal ERIC-2 consistiu de dois isolados com 86% de similaridade
entre os perfis. Esses isolados foram cultivados de amostras de urina de pacientes
de um mesmo hospital E, com intervalo de seis dias entre as culturas, sendo um
paciente internado e outro externo. Dois isolados de pacientes externos atendidos
nos hospitais B e E foram agrupados em um mesmo grupo clonal ERIC-3 (Figura
17).
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ERIC-PCR
g B g 8 ..§ Localizacao Data da coleta Idade
C1060031 Hospital A - Internado 06/01/2012 40
_| C2011471 Hospital B - Externo  01/02/2012 40
] C1210549 Externo 21/01/2012 75
| C1270333 Homecare 27/01/2012 97
— ERIC-2 | —— C1050854 Hospital E - Internado 05/01/2012 71
L C1200914 Hospital E - Externo  11/01/2012 62
C1281993 Hospital D - Externo  28/01/2012 1
l: C1112259 Hospital C - Externo  11/01/2012 79
C1270322 Homecare 27/01/2012 87
C1061693 Hospital E - Externo  06/01/2012 70
ERIC -1 C1301628 Hospital A - Externo  30/01/2012 86
- C1101689 Hospital A - Externo  10/01/2012 61
C1242478 Hospital E - Externo  24/01/2012 75
ERIC -3 4' C2010305 Hospital E - Externo  30/01/2012 75
C1312699 Hospital B - Externo  31/01/2012 36
C1310573 Homecare 31/01/2012 17

Figura 17 —Avaliacdo da clonalidade dos isolados que albergam genes blacyy. Linha vermelha evidenciando o limite de 85% de similaridade. Grupo clonal
ERIC-1 com dois pacientes com 100% de similaridade e um com aproximadamente 86% de similaridade, ERIC-2 com dois isolados com cerca de 86% de
similaridade e ERIC-3 com os isolados de paciente de hospital E (utilizados como controle - amostras de mesmo paciente com 100% de similaridade) e um
outro isolado com cerca de 86% de similaridade de isolado de paciente de hospital B.
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5.9Perfil plasmidial dos isolados que albergam genes blacuy

Com o objetivo de avaliar a possivel ocorréncia de disseminacdo de genes
blacuy por transferéncia de plasmidios, o conteddo plasmidial de 15 isolados foi
avaliado utilizando-se o método da lise alcalina. A extracdo do conteudo plasmidial
evidenciou que a maioria dos isolados alberga plasmideos com tamanho igual ou
maior que 66,2 kbp (Figura 18). Na extracdo da cepa controle D4141434 blapya néo
foram visualizados plasmideos, mas também nédo foram visualizados fragmentos de
cromossomo, o0 que pode indicar que a extracdo nao foi adequada para esta cepa.
Apesar de haver necessidade de avaliacdo de transformantes contendo apenas o
plasmidio que codifica para AmpC plasmidial para que se possa inferir que ha
disseminacdo plasmidial, o perfil plasmidial evidenciou que alguns plasmidios
apresentaram peso molecular semelhante. Os isolados C1061693 e C1301628
pertencem ao mesmo clone ERIC-1 segundo o perfil do ensaio de ERIC-PCR e
possuem perfis plasmidiais indistinguiveis.

Varios isolados compartilham plasmideos de peso molecular semelhante.
Esses plasmidios foram divididos em grupos segundo a ocorréncia em cada isolado
(Tabela 7).

Tabela 7 — Tabela com a distribuicdo dos plasmidios segundo a ocorréncia em cada isolado e peso

molecular
Grupo N° dos isolados apro-l;(?rrr?:gg(()kbp)
G1 C1112259; C1210549 154
G2 C1050854; C1060031; C1270333; C1270322 147
G3 C1312699; C1281993 133
G4 C1242478; C2011471 126
G5 C1050854; C1060031 112
G6 C1061693; C1270333; C1301628 105
G7 C1200914; C1310573; C1281993; C1270322 98
G8 C1101689; C1112259; C2011471; C1210549 85

Legenda G1 — grupo 1; G2 — grupo2; G3 — grupo 3; G4 — grupo 4; G5 — grupo 5; G6 — grupo 6; G7 —
grupo? e G8 — grupo 8.
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123456 7 8391011121314151617181920
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Figura 18- Perfil plasmidial de produtores de AmpC plasmidiall- E. coli 39R861 NCTC 50192; 2- blaact; 3- blapna; 4- blarox; 5- blacuy.o; 6- C1050854; 7-
C1061693; 8- C1060031; 9- C1242478; 10- C1101689; 11- C1112259; 12- C1200914; 13- C1270333; 14-C1310573; 15- C2011471; 16- C1312699; 17-
C1210549; 18- C1281993; 19- C1270322; 20- C1301628. FC- fragmentos de cromossomo. FC — Fragmento cromossdmico; kbp — mil pares de base.

G1 — seta preta; G2 — seta azul; G3 — seta vermelha; G4 — seta verde; G5 — seta laranja; G6 — seta branca; G7 — seta amarela; G8 — seta roxa.
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6 DISCUSSAO

6.1Deteccéo fenotipica e genotipica de blaampc

No Brasil ha poucas publicacbes indexadas sobre a frequéncia de AmpC
plasmidial em enterobactérias. Este estudo foi motivado pela escassez de dados
sobre o0 assunto do Brasil e também pela observacdo do aumento progressivo da
ndo sensibilidade a cefoxitina, avaliada por sistema de automacéo Vitek2, em E. coli
isoladas de amostras de cultura de urina em uma instituicdo privada da cidade de
S&o Paulo. Nos anos de 2006 e 2007 a média foi de 0,03% em 91.400 isolados, em
2008 a frequéncia foi de 0,35% e em 2009 e 2010 as taxas foram respectivamente
0,70% e 0,65%. Neste estudo utilizamos a sensibilidade intermediaria ou resisténcia
a cefoxitina pelo sistema Vitek2 como triagem inicial das E.coli detectadas em
amostras de cultura de urina no periodo de 02 de janeiro a 01 de fevereiro de 2012,
coletadas de pacientes atendidos no Fleury Medicina e Saude na cidade de S&o
Paulo.

Os métodos de microdiluicdo automatizada e a disco-difusdo tem sido
amplamente utilizados em laboratérios de microbiologia clinica em todo o mundo.
Alguns autores tém relatado discrepancias entre os resultados obtidos pela
automacdao e aqueles obtidos por métodos de referéncia, como a microdiluicdo nao
automatizada e a diluicdo em agar (LAT et al., 2011; RITTENHOUSE et al., 1996).
Neste estudo foi observada uma discrepancia de 35,8 % entre os resultados obtidos
com o sistema Vitek2 e a disco-difusdo para cefoxitina. Para avaliacdo da
discrepancia observada entre a automacdo e o método convencional seria
necessaria a disponibilidade dos cartdes AST-N104 do sistema Vitek2. A
descontinuacdo da comercializacdo dos cartdes AST-N104, e o fato de que os
cartbes atualmente comercializados para o sistema Vitek2 no Brasil ndo tem
cefoxitina, impediram a reavaliacdo dessa discrepancia.

O bloqueio enzimatico com AFB tem sido utilizado em laboratérios de
microbiologia clinica para deteccdo de AmpCs plasmidiais, particularmente em E.
coli e Klebsiella pneumoniae (TAN et al., 2009); portanto o conhecimento da
especificidade e sensibilidade desse teste € importante na interpretacdo dos

resultados.
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Neste estudo um total de 2.494 E. coli, isoladas de culturas de urina, foram
triadas pela resisténcia e ou sensibilidade intermediaria para cefoxitina. O total de
isolados triados com esse critério foi de 109, tendo sido todos submetidos a
pesquisa de genes que codificam AmpCs plasmidiais, por PCR.

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada utilizando-se protocolos
modificados a partir das descri¢des originais de Perez-Perez e colaboradores (2002)
e Dallenne e colaboradores (2010). Visando garantir a ndo ocorréncia de resultados
falsamente negativos, neste trabalho acrescentamos iniciadores especificos para
rDNA 16S que funcionaram como controle interno.

A PCR de Perez-Perez e colaboradores (PEREZ-PEREZ; HANSON, 2002)
apresentou positividade para o grupo de genes CIT (que nesse protocolo detecta
fragmento dos genes blajar.1 a blaiar.s € blacuy-2 a blacuy-7) para 12 isolados e
nenhum outro fragmento dos outros genes pesquisados foi amplificado. Apds o
acréscimo dos iniciadores que amplificam fragmentos de rDNA 16S, a amplificacéo
do fragmento correspondente a blacir passou a amplificar uma banda inespecifica
com peso molecular de aproximadamente 200bp, o que n&do atrapalhou a
amplificacdo do alvo para esse gene que tem o peso molecular de 462bp.

A confirmacdo da auséncia de genes conhecidos que codificam AmpCs
plasmidiais foi realizada utilizando-se o protocolo de Dallenne e colaboradores
(DALLENNE et al., 2010), o qual foi reprodutivel e de mais facil execucao, pois foi
necessaria apenas uma reacdo multiplex para a amplificacdo dos fragmentos de
todos os genes pesquisados. A PCR de Dallenne apresentou positividade para o
grupo de genes CIT (que nesse protocolo detecta fragmentos dos genes blajat1 a
bla at-3, blagi-1 blacwmy-2 a blacmy-7, blacuy-12 a blacwmy-1s € blacmy-21 @ blacwuy-23) para os
mesmos 12 isolados e ndo houve amplificacdo de outros fragmentos de genes que
codificam AmpC plasmidial.

N&o foi possivel amplificar o controle para blayox com a cepa Aeromonas
caviae (87251942) e a cepa foi utilizada como controle de rDNA e auséncia dos
genes pesquisados. Uma das limitacBes deste trabalho é, portanto, ndo poder
excluir com seguranca a presenca de genes blayox na amostragem analisada, pois
nao dispunhamos do controle positivo; entretanto o uso de dois métodos diferentes e
dos iniciadores especificos para rDNAL16S tornam essa ocorréncia improvavel.

Considerando-se que de um total de 2.494 culturas de urina positivas para E.

coli, 109 isolados foram n&o sensiveis a cefoxitina e desse subtotal 12 foram
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positivas por PCR para genes que codificam AmpC plasmidial, a frequéncia de
AmpC plasmidial em E. coli isoladas em culturas de urina em pacientes
hospitalizados foi 1,8% e de 0,46 para pacientes ambulatoriais. Nossos achados
indicam uma frequéncia diferente do que a descrita por Cejas e colaboradores, que
relataram uma frequéncia de 0,9% de E. coli produtoras de CMY-2 em Buenos Aires,
Argentina (CEJAS et al., 2012).

No Brasil, ha dois estudos publicados sobre a frequéncia de AmpCs
plasmidiais, tendo sido o primeiro realizado no Estado do Rio de Janeiro por Silva e
colaboradores (2008). Esses autores que incluiram diversas enterobactérias além de
E. coli; isoladas de pacientes hospitalizados em 2001 n&o conseguiram amplificar
nenhum gene codificador para esse grupo de enzimas na amostragem (DA SILVA
DIAS et al., 2008).

Outro trabalho sobre frequéncia de AmpC plasmidial no Brasil foi realizado na
cidade de S&o Paulo em isolados de hemoculturas. De um total de 133
enterobactérias isoladas de hemocultura, apenas uma K. pneumoniae foi detectada
como produtora de blacwy-2-ike, resultando numa frequéncia de 0,75% (CAMPANA et
al., 2013).

A diferenca entre as frequéncias observadas neste estudo — 1,8% e 0,46% - e
aquelas publicadas previamente — 0% e 0,75% - com isolados do Brasil evidenciam
provavelmente diferencas na amostragem analisada, pois no Rio de Janeiro foram
estudados apenas 42 E. coli de diversos materiais clinicos, enquanto neste estudo
foram analisados exclusivamente isolados de culturas de urina. Uma limitacdo do
estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro (DA SILVA DIAS et al., 2008) foi a
utilizacdo do método de Perez-Perez e colaboradores (PEREZ-PEREZ; HANSON,
2002) sem controle interno, o que ndo permite excluir a ocorréncia de resultados
falsamente negativos.

Denisiuk e colaboradores (2013) publicaram em um recente trabalho, que de
um total de 5.451 E. coli isoladas em hospitais canadenses, foram testadas para a
deteccdo de resisténcia e a proporcdo de isolados produtores de AmpC plasmidial
detectados foi de 2,9% em 2011 (DENISUIK et al., 2013).

Ortega e colaboradores (2012) fizeram um estudo multicéntrico na Espanha
com mecanismos de resisténcia ao &cido clavulanico em E. coli. Dentre os 257

isolados resistentes ao acido clavulanico 19,5% produziram AmpC plasmidial. As
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principais enzimas detectadas foram CMY-2, DHA-1, CMY-30 e CMY-42 (ORTEGA
et al., 2012).

Shafig e colaboradores (2013) em uma publicacdo de dados de prevaléncia
de AmpC plasmidial no Paquistéo, realizaram a triagem dos isolados possivelmente
produtores de AmpCs plasmidiais com discos de cefoxitina e todos que se
apresentaram com halo de inibicdo > 18 mm foram retestados fenotipicamente para
AmpC plasmidial. Foram isoladas 511 E. coli das quais 19,6% foram resistentes para
cefoxitina e 6,45% foram confirmadas como produtoras de AmpC plasmidial por
método fenotipico, mas ndo foi realizada confirmacdo por método molecular
(SHAFIQ et al., 2013).

Yilmaz e Colaboradores (2013) realizaram um estudo com 191 isolados de E.
coli na india, no qual os isolados foram triados utilizando cefoxitina, discos de acido
bordnico, teste tridimensional e confirmagcdo por ensaios de PCR multiplex. A
frequéncia determinada para E. coli produtoras de AmpC plasmidial foi de 10,9%,
contrastando com os resultados mais baixos encontrados nas outras localidades. Os
grupos com maior numero de resultados positivos na PCR foram CIT e MOX que
amplificam blamox-1, blamox-2, blacmy-1, blacmy-s @ blacwy-11, blaiat-1 @ blaiat-4, blacwy-2
a blacwy-7, blag..1 (YILMAZ et al., 2013).

6.2Correlacdo entre testes fenotipicos e presenca de genes que codificam

AmpC plasmidial

Tendo em vista que sensibilidade e especificidade elevadas séao
caracteristicas desejaveis para métodos de diagndstico, os testes fenotipicos foram
comparados com os resultados das PCRs, possibilitando a realizacdo dos calculos
de seu desempenho.

O melhor resultado encontrado foi a combinacdo de resisténcia a cefoxitina,
diferenca de halos de inibicdo entre o antibi6tico puro e 0 mesmo acrescido de AFB
maior ou igual a 5 mm para cefoxitina e ceftazidima, com sensibilidade de 100,0%,
especificidade de 100%, valor preditivo positivo de 100% e valor preditivo negativo
de 100,0% para enzimas do tipo CMY. Contudo néo existem testes diagndsticos com
100% de sensibilidade e especificidade, seria hecessaria uma amostragem maior de

produtores de AmpC plasmidial para um calculo mais preciso.
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Os achados deste trabalho indicam a necessidade da triagem inicial com
cefoxitina e que sejam testados concomitantemente cefoxitina e ceftazidima puras e
com AFB para que seja feita deteccado adequada de AmpCs plasmidiais em E.coli.

Tan e colaboradores (2009) encontraram 89% de sensibilidade e 90% de
especificidade no teste de diluicdo em &gar com cefoxitina para a deteccdo de
AmpC, enquanto que no teste de disco aproximagédo a sensibilidade foi de 25,2% e a
especificidade foi de 99,2%. A melhor sensibilidade encontrada foi de 96%
associando-se discos de cefoxitina com cloxacilina e &cido bordénico e utilizando-se
uma diferenca de halo =2 4mm de entre o disco puro e o suplementado; no entanto a
sensibilidade foi de 88%. Quando utilizado somente a combinag&o de cefoxitina com
cloxacilina, a melhor especificidade encontrada foi de 99%, mas a sensibilidade foi
de 88% quando a diferenca foi 2 6 mm. As melhores sensibilidade e especificidade
foram obtidas utilizando-se uma diferenga = 4mm entre o disco puro e o disco com a
combinagcdo com cloxacilina, tendo sido ambas 95%. Utilizando-se cefoxitina e AFB
a sensibilidade foi de 94% e a especificidade foi de 89% interpretando como
positivas diferengas de halo = 4mm . Esses autores nao testaram ceftazidima (TAN
et al., 2009).

Da mesma forma que a frequéncia, os calculos da sensibilidade e da
especificidade sdo afetados pelo tamanho amostral e critérios utilizados para
selecdo dos isolados. A publicacdo de Tan et al. ndo deixa claro se a amostragem
era consecutiva ou ndo. Outra possibilidade para a discrepancia entre os achados
da publicacéo e os deste trabalho pode ser o nimero de isolados estudados, que foi
de 174, enquanto a amostra deste trabalho foi de 109. Outro aspecto é que em
nosso estudo optamos por utilizar apenas o AFB em funcdo do menor custo e
estabilidade para uso em laboratorios clinicos do que a cloxacilina.

Neste estudo, dentre todas as comparacfes entre os inibidores e discos
puros, o teste que apresentou melhor desempenho para a deteccdo de AmpC
plasmidial foi a combinacédo de cefoxitina e ceftazidima com e sem a adicdo de &cido
fenilborbnico e a interpretacdo de diferenca de halo = 5mm para cefoxitina e
ceftazidima, no qual a sensibilidade foi de 100% e especificidade foi de 100,0%.
Uma das diferencas entre este estudo e o de Tan e colaboradores, que pode
explicar a sensibilidade de 100% por nds encontrada foi a triagem prévia da

amostragem pela nao sensibilidade a cefoxitina.
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Baseado nos achados deste estudo, a deteccdo de AmpC plasmidial em E.
coli no Brasil poderia idealmente ser feita triando-se pela n&o sensibilidade a
cefoxitina e a seguir realizando-se testes de bloqueio enzimatico com AFB
adicionada aos discos de ceftazidima e cefoxitina.

Como o cartdo do sistema Vitek2 disponivel atualmente ao Brasil ndo contém
cefoxitina, uma alternativa é a triagem inicial da producdo de AmpC plasmidial pela
resisténcia a combinacdo amoxicilina/clavulanato, contida nos cartbes do sistema

Vitek2 atualmente comercializados no Brasil.

6.3Sequenciamento dos genes que codificam AmpCs plasmidiais

Visando caracterizar 0s genes presentes nos isolados positivos nas PCRs
multiplex, foram desenvolvidos iniciadores que se anelam ao inicio e no final dos
gene blacwmy, utilizado-se a aplicacdo PrimerBlast do NCBI.

A analise das sequéncias foi feita com a comparacdo com o banco local, que
possui todos os genes que codificam AmpCs plasmidiais publicados até a data de
preparacdo deste manuscrito. Quando as sequencias nucleotidicas foram
traduzidas, todas os 15 produtos amplificados se apresentaram idénticos aqueles
codificados pelos genes blacuy-2 ou blacwy-s.

No Brasil ha apenas um relato da deteccdo de AmpC plasmidial em E. coli
(PAVEZ et al., 2008), um relato de deteccdo de blacuy-2-ike €m Salmonella enterica
(PEIRANO et al., 2006), um trabalho com deteccédo de um isolado de K. pneumoniae
produtor de blacwy-2ike €m S&o Paulo (CAMPANA et al., 2013) e um trabalho de
estudo de prevaléncia que nao teve sucesso em encontrar AmpCs plasmidiais em
isolados clinicos de pacientes da cidade do Rio de Janeiro (DA SILVA DIAS et al.,
2008). Este trabalho representa, portanto, uma contribuicdo significativa para o

conhecimento da frequéncia e o tipo de AmpCs plasmidiais em E. coli no Brasil.
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6.4Avaliacdo da sensibilidade aos carbapenémicos nos isolados produtores
de CMY

Todos os isolados produtores de AmpCs plasmidiais apresentaram halos de
inibicdo considerados sensiveis para os antibioticos carbapenémicos segundo 0s
critérios do CLSI e do EUCAST, com halos iguais ou maiores que 21 mm para todos
os carbapenémicos.

Apesar do isolado C1312699 ter apresentado diferenca de 6 mm entre
meropenem com AFB e cloxacilina, e diferenca de 5 mm entre ertapenem e
cloxacilina, o isolado apresentou-se sensivel aos antibiéticos carbapenémicos, o que
torna pouco provavel a producado de carbapenemases.

N&o houve aumento igual ou maior que 5 mm nos outros isolados quando
comparados os didmetros dos halos de inibicho de imipenem, meropenem e
ertapenem com e sem adicdo de reagentes. Esses resultados indicam que os
isolados que produzem AmpC plasmidial, detectados neste estudo, ndo sdo capazes
de degradar carbapenémicos eficientemente.

Sabidamente a combinacdo de perda de porinas e expressdo de AmpC
plasmidial concomitantemente pode levar a resisténcia aos carbapenémicos (LIU et
al.,, 2008; MAMMERI et al., 2008; POIREL et al., 2004). A circulacdo, em Sao
Paulo, de E. coli produtoras de AmpC plasmidial, que podem sofrer mutacdes e ter
sua expressao de porinas alterada, levando a resisténcia aos carbapenémicos, é

preocupante.

6.5Avaliacdo da atividade de hidrélise de cefoxitina nos isolados positivos
para o bloqueio com acido fenilborénico e negativos na PCR para genes

gue codificam AmpCs

Todos os isolados que foram resistentes para cefoxitina pelo método de disco
difusdo e apresentaram-se positivos no teste fenotipico com halos =2 5 mm, mas
negativos nos testes moleculares para AmpC plasmidial, foram submetidos ao teste
de degradacao da cefoxitina por espectrofotometria.

O resultado dos controles utilizados no teste com a cepa A7090874 produtora
de CMY-2 degrada a cefoxitina, enquanto e cepa ATCC 700603 que é produtora de

SHV-18 e tem concentracao inibitéria minima para cefoxitina igual a 32 pg/mL, ndo
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consegue degradar a cefoxitina, o que leva a crer que a resisténcia a cefoxitina para
esta cepa possa ser um problema de permeabilidade ao antibidtico.

Todos os isolados deste trabalho que foram submetidos a esse teste nao
foram capazes de degradar a cefoxitina eficientemente como o controle positivo, um
indicio que esses isolados ndo produzem AmpCs plasmidiais.

N&o excluimos a possibilidade de que a diferenca de halos ocorrida nesses
isolados possa ter sido pela inibicAo de AFB isoladamente; no entanto, apesar de
nao ter sido testado discos em branco com a adi¢cdo de AFB, 39 isolados (35,8% do
total de isolados testados) ndo apresentaram diferenca nenhuma entre os discos de

cefoxitina adicionados de AFB.

6.6 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima para ceftazidima e teste
confirmatorio para ESBL

Os mesmos isolados submetidos ao teste de hidrolise da ceftazidima foram
submetidos ao teste de sensibilidade a ceftazidima por microdiluicdo em caldo para
verificar se algum dos isolados é resistente ao antibiotico, e concomitantemente
sugerir a possibilidade da presenca de ESBL.

Os dez isolados testados para o teste de hidrolise de cefoxitina e testados por
microdiluicdo para ceftazidima foram submetidos ao teste confirmatorio de ESBL,
preconizado pelo CLSI.

Apesar de sete isolados apresentarem valores de concentracdo inibitoria
minima = a 2mg/L, apenas os isolados C1312404 e C1191519 foram positivos no
teste apresentando diferenca nos halos maiores que 5 mm quando comparado o
disco acrescido o acido clavulanico com o disco puro.

Em nossa amostragem, a triagem por CIM de ceftazidima apresentou elevada
taxa de falsa positividade para presenca de ESBL, pois apenas dois isolados foram
confirmados. Esses dados indicam que a presenca de ESBL ndo pode ser apontada
como o fator responsavel pela ocorréncia de aumento do halo de inibicdo quando da
adicdo de AFB.

Além da degradacgéo enzimética a resisténcia a cefoxitina pode ser devida a
impermeabilidade por deficiéncia de porinas ou efluxo. Face aos resultados obtidos

nos testes de hidrolise de cefoxitina e producdo de ESBL, aventamos a possibilidade
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de que o AFB possa ter acdo como inibidor de efluxo, resultado em testes
falsamente positivos para AmpCs plasmidiais, ja que é um inibidor enzimatico de
AmpCs. Um ensaio que poderia responder esta questao seria a adicdo ao disco de
cefoxitina de inibidores de efluxo a exemplo de carbonyl cyanide 3-
chlorophenylhydrazone (PUMBWE; GLASS; WEXLER, 2006).

6.7Avaliacdo da relacdao clonal e perfil plasmidial entre os isolados que

albergam genes blacuy

A técnica de PFGE (Eletroforese em campos alternados) € considerada o
padrdo ouro, mas perfis indistinguiveis em ERIC-PCR raramente sdo nao
relacionados por PFGE. Neste estudo a PFGE foi substituida pela técnica de ERIC-
PCR por ser uma metodologia mais barata e rapida. Segundo Silbert e
colaboradores (2004) € uma metodologia reprodutivel e com poder discriminatorio
semelhante ao gerado pelo PFGE (SILBERT et al., 2004), para fins de avaliacédo
preliminar.

A analise dos perfis dos isolados produtores de CMY neste estudo evidenciou
trés grupos clonais. Dentre os grupos de isolados produtores de AmpC plasmidial, o
grupo ERIC-1 possui dois isolados, com 100% de similaridade genética. Estas duas
E. coli foram isoladas de pacientes idosos, provenientes de dois hospitais distintos A
e E. Apesar dos dados disponiveis ndo indicarem relacdo epidemioldgica entre os
pacientes € possivel que tenham tido internacdo hospitalar sem a solicitacdo de
exames complementares.

Os dois outros grupos (ERIC-2 e ERIC-3) possuem isolados de relacéo clonal
de aproximadamente 88% e 86% de similaridade. Sendo que as cepas do grupo
ERIC-2 foram isoladas do mesmo hospital E, e o grupo ERIC-3 foram isoladas do
hospital E e B.

As cepas que apresentaram relacdo clonal foram, na maioria, isoladas de
pacientes idosos. Esses pacientes carecem de atencdo hospitalar com mais
frequéncia. Uma hipétese para a disseminacéo dos clones na cidade de Séo Paulo
seria a circulacao desses idosos em diferentes hospitais.

Outro aspecto que poderia contribuir para o entendimento da epidemiologia
de E. coli produtoras de AmpC plasmidial seria a determinagédo do MLST (Multilocus

Sequencing Typing). Alguns autores tém demonstrado o predominio de E. coli ST
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131 em casos de infeccbes humanas e disseminacdo de determinantes de
resisténcia (PALTANSING et al., 2013).

No Brasil ndo existem relatos de disseminacédo clonal em isolados produtores
de AmpCs plasmidiais. Este trabalho representa, portanto o primeiro relato dessa
ocorréncia no Brasil.

O menor plasmideo detectado em multipos isolados neste estudo
apresentava um tamanho aproximado de 85 kbp. Plasmidios com tamanhos acima
de 50 kbp usualmente sd@o conjugativos, podendo ser transferidos entre espécies e
géneros bacterianos (NORMAN; HANSEN; SORENSEN, 2009).

Apesar de haver necessidade de isolamento dos plasmidios em
transformantes e caracterizacdo de seus grupos de incompatibilidade para que se
possa caracterizar essas estruturas, nossos achados sao compativeis com aqueles
de Karczmarczyk e colaboradores (2014) que em uma recente publicacéo,
descreveram um plasmideo conjugativo do grupo de incompatibilidade IncF, com
tamanho de aproximadamente 85 kbp contendo blacuy-2. (KARCZMARCZYK et al.,
2014). Os genes blacyy também sdo comumente associados a plasmidios dos
grupos de incompatibilidade Incl1 e IncA/C. (ARPIN et al., 2012; CALL et al., 2010;
FOLSTER et al., ; HIKl et al., 2013; MARTIN et al.)

Os achados deste estudo de plasmidios com tamanhos acima de 85 kbp,
presentes em diferentes isolados, sugerem que possa haver disseminacdo dos

genes blacwy por conjugacao e sera objeto de estudo detalhado no futuro.
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7 CONCLUSOES

- A frequéncia de AmpC plasmidial em E. coli foi de 1,8% em pacientes
hospitalizados e 0,46% em pacientes ambulatoriais.

- O sequenciamento dos genes que codificam AmpC plasmidial evidenciou
tratarem-se de 14 blacuy-2 € 1 blacmy-a.

- A PCR multiplex descrita por Dallenne e colaboradores quando adicionada
de iniciadores para controle interno, mostrou-se de facil execucgéo e reprodutivel.

- O melhor desempenho do teste fenotipico com cefoxitina, ceftazidima e
acido fenilborénico, utilizando-se um minimo de 5 mm de diferenca entre o discos
adicionados de AFB e puro para cefoxitina e ceftazidima. Utilizando-se esses
parametros a sensibilidade foi de 100,0%, especificidade de 100%, valor preditivo
positivo de 100 % e valor preditivo negativo de 100%.

- Foi observada a presenca e disseminacéo de trés grupos clonais de E. coli
produtoras de CMY entre hospitais na cidade de Sao Paulo.

- Os isolados produtores de AmpC plasmidial detectados neste trabalho ndo
séo capazes de hidrolisar eficientemente os antibiéticos carbapenemicos.

- A falsa positividade do bloqueio enzimatico com cefoxitina e AFB € mais
provavelmente devida a expressdo de sistemas de efluxo, em funcdo da

negatividade do teste de hidrolise de cefoxitina.
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APENDICE A - Banco de dados dos isolados e resultados de ensaios

H?I? (je . .H?I? Ele H?I? tje . .H?I? (je Diferenca Diferenga
N2 do Inibigdo Categoria inibicdo Inibigdo Categoria inibicdo de halo de halo Protocolo Perez- Resultados
Isolado (mm) Ceftazidima Ceftazidima (mm) Cefoxitina  Cefoxitina ceftazidim .. Perez Dallenne, 2010
Ceftazidima + AFB Cefoxitina +AFB a cefoxitina

C1070700 28 S 29 13 R 10 1 -3 Ndo Amplificado N&do Amplificado
C1042124 28 S 31 24 S 26 3 2 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1050854 14 R 23 9 R 19 9 10 cIT cIT
C1051690 25 S 25 12 R 15 0 3 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1020376 25 S 26 13 R 10 1 -3 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1061693 15 R 22 5 R 15 7 10 cIT cIT
C1061087 21 S 29 16 | 22 8 6 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1050363 23 S 29 24 S 28 6 4 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
1090898 21 S 29 16 I 18 8 2 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1092007 28 S 29 17 I 17 1 0 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1071195 29 S 31 24 S 27 2 3 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1020975 12 R 14 12 R 12 2 0 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1030440 11 R 13 15 | 11 2 -4 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1060031 12 R 22 10 R 15 10 5 cIT cIT
C1111553 21 S 30 19 S 25 9 Ndo Amplificado Nao Amplificado
C1160787 24 S 24 16 | 11 0 -5 Nao Amplificado N&o Amplificado
C1161969 16 R 16 13 R 15 0 2 Nao Amplificado Na&o Amplificado
C1160742 35 S 36 24 S 25 1 1 Nao Amplificado N&o Amplificado
C1120411 21 S 25 13 R 10 4 -3 Nao Amplificado N&o Amplificado
C1120227 25 S 28 13 R 19 3 6 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1141035 23 S 23 11 R 11 0 0 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1112259 11 R 20 5 R 13 9 8 CIT CIT
C1172429 22 S 24 14 R 14 2 0 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
€1041125 18 I 21 16 | 17 3 1 N&do Amplificado  N3o Amplificado

Continua...

73



APENDICE A - Banco de dados dos isolados e resultados de ensaios

H?I? (je . .H?I? Ele H?I? tje . .H?I? (je Diferenca Diferenga
N2 do Inibigdo Categoria inibicao Inibigdo Categoria inibicdo de halo de halo Protocolo Perez- Resultados
Isolado (mm) Ceftazidima Ceftazidima (mm) Cefoxitina  Cefoxitina ceftazidim .. Perez Dallenne, 2010
Ceftazidima + AFB Cefoxitina + AFB a cefoxitina
C1040112 21 S 27 20 S 18 6 -2 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1030371 21 S 30 18 S 18 9 0 Ndo Amplificado  N&o Amplificado
C1021021 26 S 30 20 S 20 4 0 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1092003 27 S 29 20 S 23 2 3 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1071621 16 R 18 17 | 19 2 2 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1061202 23 S 29 13 R 20 6 7 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1071468 20 | 22 18 S 18 2 0 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1120741 26 S 26 9 R 5 0 -4 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1122203 23 S 24 16 I 17 1 1 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1120187 25 S 26 13 R 13 1 0 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1150711 23 S 27 13 R 14 4 1 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1300009 13 R 17 16 | 19 4 3 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1110803 28 S 29 18 S 10 1 -8 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1060677 22 S 24 16 | 20 2 4 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1060145 21 S 21 19 S 13 0 -6 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1050571 24 S 24 12 R 10 0 -2 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1050398 25 S 26 24 S 25 1 1 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1302415 28 S 28 17 I 14 0 -3 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1130633 18 | 20 17 | 18 2 1 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1120348 27 S 28 19 S 21 1 2 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1162023 28 S 28 21 S 16 0 -5 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1160723 21 S 22 15 | 17 1 2 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
€1190095 11 R 11 18 S 16 0 2 N&do Amplificado  N3o Amplificado
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APENDICE A - Banco de dados dos isolados e resultados de ensaios

H?I? (je . .H?I? Ele H?I? tje . .H?I? (je Diferenca Diferenga
N2 do Inibigdo Categoria inibicao Inibigdo Categoria inibicdo de halo de halo Protocolo Perez- Resultados
Isolado (mm) Ceftazidima Ceftazidima (mm) Cefoxitina  Cefoxitina ceftazidim .. Perez Dallenne, 2010
Ceftazidima + AFB Cefoxitina +AFB a cefoxitina

C1201847 29 S 30 23 S 27 1 4 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1190018 27 S 27 14 R 15 0 Ndo Amplificado  N&do Amplificado
C1191006 28 S 28 15 | 17 0 2 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1190377 27 S 28 20 S 19 1 -1 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1210619 29 S 30 16 | 18 1 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1211943 26 S 27 20 S 20 1 0 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1210850 22 S 22 17 I 19 0 2 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1210335 23 S 23 20 S 22 0 2 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1201110 25 S 25 12 R 10 0 -2 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1200914 10,00 R 23 8 R 16 13 8 cIT cIT

C1302305 23,00 S 30 8 R 16 7 8 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1191872 26,00 S 25 16 | 18 -1 2 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1191519 19,00 | 27 14 R 19 8 5 Nao Amplificado Nao Amplificado
C2022337 25,00 S 25 5 R 5 0 0 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1272410 33,00 S 33 18 S 21 0 3 Nao Amplificado N&o Amplificado
C1261321 15,00 R 20 15 | 19 5 4 Nao Amplificado Na&o Amplificado
C1261577 28,00 S 33 18 S 22 5 4 Nao Amplificado N&o Amplificado
C1270333 14,00 R 24 5 R 15 10 10 cIT cIT

C1280589 35,00 S 35 20 S 23 0 3 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1281742 33,00 S 37 15 | 24 4 9 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1270677 28,00 S 28 20 S 20 0 0 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1211231 29,00 S 30 26 S 29 1 3 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
€1220493 16,00 R 20 5 R 5 4 0 N&do Amplificado  N3o Amplificado
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H?I? (je . .H?I? Ele H?I? tje . .H?I? (je Diferenca Diferenga
N2 do Inibigdo Categoria inibicao Inibigdo Categoria inibicdo de halo de halo Protocolo Perez- Resultados
Isolado (mm) Ceftazidima Ceftazidima (mm) Cefoxitina  Cefoxitina ceftazidim .. Perez Dallenne, 2010
Ceftazidima + AFB Cefoxitina + AFB a cefoxitina

C1240962 23,00 S 30 21 S 26 7 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1241448 10,00 R 20 16 | 20 10 Ndo Amplificado  N&do Amplificado
C1230177 19,00 | 25 15 | 19 6 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1242478 12,00 R 29 5 R 19 17 14 cIT cIT

C1241751 25,00 S 25 25 S 25 0 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1241568 26,00 S 29 19 S 19 3 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C2011471 10,00 R 25 5 R 15 15 10 cIT cIT

C1281290 27,00 S 30 17 I 21 3 4 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1301507 35,00 S 35 22 S 24 0 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C2032318 32,00 S 33 12 R 25 1 13 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1301939 25,00 S 26 24 S 25 1 1 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1290698 25,00 S 28 18 S 19 3 1 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1300580 25,00 S 25 20 S 22 0 2 Nao Amplificado Nao Amplificado
C1231905 28,00 S 28 25 S 26 0 1 Nao Amplificado Nao Amplificado
C2011701 13,00 R 24 9 R 16 11 7 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1281335 26,00 S 26 15 | 15 0 0 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1281993 12,00 R 23 6 R 15 11 9 cIT cIT

C1270322 12,00 R 24 5 R 15 12 10 cIT cIT

C1230721 27,00 S 29 13 R 13 2 0 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C2010852 26,00 S 27 14 R 10 1 -4 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1230113 24,00 S 30 15 | 10 6 -5 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1230573 22,00 S 29 20 S 25 7 5 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
€2011842 24,00 S 25 15 | 15 1 0 N&do Amplificado  N3o Amplificado
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APENDICE A - Banco de dados dos isolados e resultados de ensaios

H?I? (je . .H?I? Ele H?I? tje . .H?I? (je Diferenca Diferenga
N2 do Inibigdo Categoria inibicao Inibigdo Categoria inibicdo de halo de halo Protocolo Perez- Resultados
Isolado (mm) Ceftazidima Ceftazidima (mm) Cefoxitina  Cefoxitina ceftazidim .. Perez Dallenne, 2010
Ceftazidima + AFB Cefoxitina +AFB a cefoxitina

C1241901 26,00 S 27 15 | 15 1 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C2020279 27,00 S 30 16 | 16 3 Ndo Amplificado  N&do Amplificado
C2042167 30,00 S 30 20 S 20 0 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C2011876 22,00 S 30 15 | 12 8 -3 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C2031007 23,00 S 30 17 | 18 7 1 Ndo Amplificado N&o Amplificado
C1312699 19,00 | 25 6 R 12 6 6 cIT cIT

C1311961 30,00 S 30 13 R 22 0 9 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1312404 30,00 S 33 9 R 20 3 11 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1310752 35,00 S 35 23 S 25 0 Ndo Amplificado  Ndo Amplificado
C1310573 13,00 R 33 5 R 12 20 7 cIT cIT

C2030988 35,00 S 35 19 S 19 0 Nao Amplificado Nao Amplificado
C2021522 35,00 S 35 18 S 22 0 Nao Amplificado Nao Amplificado
C2021625 35,00 S 36 12 R 22 1 10 Nao Amplificado Nao Amplificado
C2011846 35,00 S 35 13 R 20 0 7 Nao Amplificado Nao Amplificado
C2010023 34,00 S 34 19 S 21 0 Nao Amplificado N&o Amplificado
C2032120 28,00 S 33 17 | 25 5 8 Nao Amplificado Na&o Amplificado

77



78

APENDICE B - Resultados de ensaios realizados com os isolados - hidrélise da cefoxitina, teste confirmatério de ESBL e

ensaios de bloqueio enziméatico com Meropenem

N2 do
Isolado

Hidrodlise da
cefoxitina

Teste
para ESBL

Meropenem

Halo de
Inibicao

Categoria

Halo de
inibicao
com AFB

Halo de
inibigdo com
cloxacilina

Halo de
inibicao
com EDTA

Diferenga
com AFB

Diferenga
com
Cloxacilina

Diferenga
com EDTA

C1070700
C1042124
C1050854
C1051690
C1020376
C1061693
C1061087
C1050363
C1090898
C1092007
C1071195
C1020975
C1030440
C1060031
C1111553
C1160787
C1161969
C1160742

C1120411
C1120227

NAO HIDROLISA NAO ESBL

28

28

26

28

27

2
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APENDICE B - Resultados de ensaios realizados com os isolados - hidrélise da cefoxitina, teste confirmatério

de ESBL e ensaios de bloqueio enziméatico com Meropenem

N2 do
Isolado

Hidrdlise da Teste
cefoxitina para ESBL

Meropenem

Halo de
Inibicao

Categoria

Halo de
inibicao
com AFB

Halo de
inibigdo com
cloxacilina

Halo de
inibicao
com EDTA

Diferenga
com AFB

Diferenga
com
Cloxacilina

Diferenca
com EDTA

C1141035
C1112259
C1172429
C1041125
C1040112
C1030371
C1021021
C1092003
C1071621

C1061202

C1071468
C1120741
C1122203
C1120187
C1150711
C1300009
C1110803
C1060677
C1060145
C1050571

26

27

27

27

1
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APENDICE B - Resultados de ensaios realizados com os isolados - hidrélise da cefoxitina, teste confirmatério de ESBL

e ensaios de bloqueio enziméatico com Meropenem

Meropenem

N¢do Hidrolise da Teste Halo de Halo de Halo de Halode .. Diferenca .o
Isolado cefoxitina para ESBL L Categoria inibicdo  inibicdo com  inibicdo ¢ com ¢
Inibi¢ao . com AFB s com EDTA
com AFB cloxacilina com EDTA Cloxacilina

C1050398 - - - - - - - - - -
C1302415 - - - - - - - - - -
C1130633 - - - - - - - - - -
C1120348 - - - - - - - - - -
C1162023 - - - - - - - - - -
C1160723 - - - - - - - - - -
C1190095 - - - - - - - - - -
C1201847 - - - - - - - - - -
C1190018 - - - - - - - - - -
C1191006 - - - - - - - - - -
C1190377 - - - - - - - - - -
C1210619 - - - - - - - - - -
C1211943 - - - - - - - - - -
C1210850 - - - - - - - - - -
C1210335 - - - - - - - - - -
C1201110 - - - - - - - - - -
C1200914 - - 25 S 25 26 24 0 1 -1

C1302305 NAO HIDROLISA NAO ESBL - - - - - ; - .

€1191872 - - - - - - - - - -
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APENDICE B - Resultados de ensaios realizados com os isolados - hidrélise da cefoxitina, teste confirmatério de ESBL

e ensaios de bloqueio enziméatico com Meropenem

Meropenem

N¢do Hidrolise da Teste Halo de Halo de Halo de Halode .. Diferenca .o
Isolado cefoxitina para ESBL L Categoria inibicdo  inibicdo com  inibicdo ¢ com ¢
Inibi¢ao . com AFB s com EDTA
com AFB cloxacilina com EDTA Cloxacilina

C1191519 NAO HIDROLISA ESBL - - - - - - - -

C2022337 - - - - - - - - - -
C1272410 - - - - - - - - - -
C1261321 - - - - - - - - - -
C1261577 - - - - - - - - - -
C1270333 - - 25 S 25 27 27 0 2 2
C1280589 - - - - - - - - - -
C1281742 - - - - - - - - - -
C1270677 - - - - - - R - } -
C1211231 - - - - - - - - - -
C1220493 - - - - - - - - - -
C1240962 - - - - - - - - - -
C1241448 - - - - - - - - - -
C1230177 - - - - - - - - - -
C1242478 - - 29 S 30 30 30 1 1 1
C1241751 - - - - - - - - - -
C1241568 - - - - - - - - - -
C2011471 - - 33 S 3 32 32 -30 -1 -1
C1281290 - - - - - - - - - -
C1301507 - - - - - - - - - -

Continua...



APENDICE B - Resultados de ensaios realizados com os isolados - hidrélise da cefoxitina, teste confirmatério
de ESBL e ensaios de bloqueio enziméatico com Meropenem

Meropenem

N2 do Hidrélis'e da Teste Halo de Halo de Halo de Halo de Diferenca  Diferenca o
Isolado cefoxitina para ESBL o Categoria  inibicdo  inibicdocom  inibicdo ¢ com ¢
Inibi¢ao . com AFB s com EDTA
com AFB cloxacilina com EDTA Cloxacilina

C2032318 NAO HIDROLISA NAO ESBL - - - - - - - -

C1301939 - - - - - - - - - -
C1290698 - - - - - - - - - -
C1300580 - - - - - - - - - -
C1231905 - - - - - - - - - -

C2011701 NAO HIDROLISA NAO ESBL - - - - - - - .

C1281335 - - - - - - - - - -
C1281993 - - 34 35 34 34 1

C1270322 - - 31 31 27 28 0 -4 -3
C1230721 - - - - - - - - - -
C2010852 - - - - - - - - - -
C1230113 - - - - - - - - - -
C1230573 - - - - - - - - - -
C2011842 - - - - - - - - - -
C1241901 - - - - - - - - - -
C2020279 - - - - - - - - - -
C2042167 - - - - - - - - - -

Continua...



APENDICE B - Resultados de ensaios realizados com os isolados - hidrélise da cefoxitina, teste confirmatério
de ESBL e ensaios de bloqueio enziméatico com Meropenem

Meropenem
N2 do Hidrélis'e da Teste Halo de Halo de Halo de Halode .. Diferenca ..
Isolado cefoxitina para ESBL inibicso  Categoria inibigdo inibigdo com inibigdo “om AFCB com com ED'QI;'A
¢ com AFB cloxacilina com EDTA Cloxacilina

C2011876 - - - - - - - - - -
C2031007 - - - - - - - - - R
C1312699 - - 25 S 31 31 26 6 6 1
C1311961 NAO HIDROLISA NAO ESBL - - - - - - - }
C1312404 NAO HIDROLISA ESBL - - - - - - - -
C1310752 - - - - - - - - - -
C1310573 - - 30 S 30 28 30 0 -2 0
C2030988 - - - - - - - - - _
C2021522 - - - - - - - - - _

C2021625 NAO HIDROLISA NAO ESBL

C2011846 NAO HIDROLISA NAO ESBL

C2010023 - - - - - - - - - -
C2032120 - - - - - - - - - -




84

APENDICE C - Resultados de ensaios realizados com os isolados - ensaios de bloqueio enzimatico com Imipenem e
Ertapenem

Imipenem Ertapenem

Halo de Halo de Halo de
NQ do . . . . .
Halode Categori Halo de Difereng¢ Diferenga Difereng Halo de Halo de Difereng  Diferenga Diferenca

s inibicdo inibigdo Halode Categori . . . . s inibicdo
Inibicio a inibicdo com com acom com acom Inibigio a inibicdo  inibicdo com com acom com com EDTA
com AFB - AFB Cloxacilina EDTA com AFB  cloxacilina AFB Cloxacilina
cloxacilina EDTA EDTA

Isolado

C1070700 - - - - - - - - - - - - - - - -
C1042124 - - - - - - - - - - - - - - - -
C1050854 23 S 24 24 24 1 1 1 26 S 27 27 27 1 1 1
C1051690 - - - - - - - - - - - - _ - - _
C1020376 - - - - - - - - - - - - - - _ -
C1061693 23 s 23 23 23 0 0 0 25 s 27 27 26 2 2 1
C1061087 - - - - - - - - - - - - - _ _ _
C1050363 - - - - - - - - - - - - - - - -
C1090898 - - - - - - - - - - - - - _ _ _
C1092007 - - - - - - - - - - - - - - - _
C1071195 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1020975 - - - - - - - - - - - - - - - _
C1030440 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1060031 23 S 25 25 23 2 2 0 25 s 27 27 27 2 2 2
C1111553 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1160787 - - - - - - - - - - - - - - - _
C1161969 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1160742 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1120411 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1120227 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1141035 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1112259 25 S 25 25 25 0 0 0 25 S 27 25 25 2 0 0
C1172429 - - - - - - - - - - - - - - _ _
Continua...
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APENDICE C - Resultados de ensaios realizados com os isolados - ensaios de bloqueio enziméatico com Imipenem e Ertapenem

N2 do
Isolado

Imipenem

Ertapenem

Halode Categori

Inibigdo

a

Halo de
inibicdo
com AFB

Halo de
inibigdo
com
cloxacilina

Halo de
inibigdo
com
EDTA

Difereng
acom
AFB

Diferenga
com
Cloxacilina

Difereng
acom
EDTA

Halo de
Inibigdo

Categori
a

Halo de
inibicdo
com AFB

Halo de
inibicdo com
cloxacilina

Halo de
inibicdo
com
EDTA

Difereng¢  Diferenga
acom com
AFB Cloxacilina

Diferenga
com EDTA

C1041125
C1040112
C1030371
C1021021
C1092003
C1071621
C1061202
C1071468
C1120741
C1122203
C1120187
C1150711
C1300009
C1110803
C1060677
C1060145
C1050571
C1050398
C1302415
C1130633
C1120348
C1162023
C1160723
C1190095

Continua...
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APENDICE C - Resultados de ensaios realizados com os isolados - ensaios de bloqueio enziméatico com Imipenem e Ertapenem

Imipenem Ertapenem

Ne do . Halode .H?I? (_ie ,H?I? (_ie Difereng Diferenca  Difereng . Halode Halo de .H?k.’ Ele Difereng  Diferenca .
lsolado Halode Categori . . . . inibicdo inibicdo Halode Categori . . . . T inibicdo Diferenga
- inibicdo acom com acom - inibicdo  inibicdo com acom com
Inibigdo a com com . Inibigdo a . com . com EDTA
com AFB o AFB Cloxacilina EDTA com AFB  cloxacilina AFB Cloxacilina
cloxacilina EDTA EDTA

C1201847 - - - - - - - - - - - - - - - _
C1190018 - - - - - - - - - - - - - - - _
C1191006 - - - - - - - - - - - - - - _ -
C1190377 - - - - - - - - - - - - - _ - _
C1210619 - - - - - - - - - - - - - - _ -
C1211943 - - - - - - - - - - - - - - - _
C1210850 - - - - - - - - - - - - - _ _ _
C1210335 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1201110 - - - - - - - - - - - - - _ _ _
€1200914 25 s 23 24 24 -2 -1 -1 26 s 27 26 26 1 0 0
C1302305 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1191872 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1191519 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C2022337 - - - - - - - - - - - - - - - _
C1272410 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1261321 - - - - - - - - - - - - - - - _
C1261577 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1270333 25 S 25 23 26 0 -2 1 28 s 30 29 30 2 1 2
C1280589 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1281742 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1270677 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1211231 - - - - - - - - - - - - - - - _
C1220493 - - - - - - - - - - - - - - _ _
C1240962 - - - - - - - - - - - - _ - _ _
Continua...
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APENDICE C - Resultados de ensaios realizados com os isolados - ensaios de bloqueio enziméatico com Imipenem e Ertapenem

N2 do
Isolado

Imipenem

Ertapenem

Halode Categori

Inibigdo

a

Halo de
inibicdo
com AFB

Halo de
inibigdo
com
cloxacilina

Halo de
inibigdo
com
EDTA

Difereng
acom
AFB

Diferenga
com
Cloxacilina

Difereng
acom
EDTA

Halo de
Inibigdo

Categori
a

Halo de
inibicdo
com AFB

Halo de
inibicdo com
cloxacilina

Halo de
inibicdo
com
EDTA

Dife

ren¢ Diferenca

acom com
AFB Cloxacilina

Diferenga
com EDTA

C1241448
C1230177
C1242478
C1241751
C1241568
C2011471
C1281290
C1301507
C2032318
C1301939
C1290698
C1300580
C1231905
C2011701
C1281335
C1281993
C1270322
C1230721
C2010852
C1230113
C1230573
C2011842
C1241901
C2020279

31
28

28

Continua...



88

APENDICE C - Resultados de ensaios realizados com os isolados - ensaios de bloqueio enziméatico com Imipenem e Ertapenem

Imipenem Ertapenem
Nedo . Halode .H?I? tje .H?I? (je Difereng¢ Diferenga  Difereng . Halode Halo de .H?k., Ele Diferen¢  Diferenca .
Isolado :?L? gz Categori inibicao |n::t:)|:,;‘ao |n::t:)|:,;‘ao acom com acom ::‘ ?Il:i, gz Categori inibicdo  inibicdo com m;l:;ao acom com z::r:;?:
¢ com AFB cloxacilina EDTA AFB Cloxacilina EDTA ¢ com AFB  cloxacilina EDTA AFB Cloxacilina

C2042167 - - - - - - - - - - - - - - - -
C2011876 - - - - - - - - - - - - - - - -
C2031007 - - - - - - - - - - - - - - - -
C1312699 28 S 29 27 27 1 -1 -1 26 S 30 31 29 4 5 3
C1311961 - - - - - - - - - - - - - - - -
€1312404 - - - - - - - - - - - - - - - -
C1310752 - - - - - - - - - - - - - - - -
C1310573 27 S 27 27 27 0 0 0 29 S 30 29 30 1 0 1
C2030988 - - - - - - - - - - - - - - - -
C2021522 - - - - - - - - - - - - - - - -
C2021625 - - - - - - - - - - - - - - - -
C2011846 - - - - - - - - - - - - - - - -
C2010023 - - - - - - - - - - - - - - - -

C2032120




APENDICE D - Célculos dos parametros de desempenho do teste de deteccéo

ceftazidima e bloqueio enzimatico com o &cido fenilborénico.

PCR
AFB 2 3 mm FOX
E>4 mm CAZ + -
+ 12 16
- 0 81
PCR
AFB >4 mm FOX
E>3 mm CAZ + -
+ 12 18
- 0 79
PCR
AFB > 5 mm FOX
E>3 mm CAZ + -
+ 12 12
- 0 85
PCR
AFB 2 6 mm FOX
E>3 mm CAZ + -
+ 11 9
- 1 88

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

100,00%

83,51%
42,86%
100,00%

100,00%

81,44%
40,00%
100,00%

100,00%

87,63%
50,00%
100,00%

91,67%

90,72%
55,00%
98,88%

89

de AmpCs plasmidiais com Cefoxitina,

AFB >3 mm PCR
FOXE=5mm
CAZ + -
+ 12 14
- 0 83
AFB>4 mm PCR
FOXE2=5mm
CAZ + -
+ 12 14
- 0 83
AFB>5mm PCR
FOXE2=24 mm
CAZ + -
+ 12 10
- 0 87
AFB>6 mm PCR
FOXE24 mm
CAZ + -
+ 11 7
- 1 90

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Continua...

100,00%

85,57%
46,15%
100,00%

100,00%

85,57%
46,15%
100,00%

100,00%

89,69%
54,55%
100,00%

91,67%

92,78%
61,11%
98,90%



APENDICE D - Célculos dos parametros de desempenho do teste de deteccdo de AmpCs plasmidiais com
Cefoxitina, ceftazidima e bloqueio enzimético com o acido fenilborbnico.

PCR
AFB 27 mm FOX
E>3 mm CAZ + -
+ 10 6
- 2 91
PCR
AFB >3 mm FOX
E>6 mm CAZ + -
+ 12 11
- 0 86
PCR
AFB >4 mm FOX
E>6 mm CAZ + -
+ 12 11
- 0 86
PCR
AFB 25 mm FOX
E>6 mm CAZ + -
+ 12 8
- 0 89
PCR
AFB > 6 mm FOX
E>5mm CAZ + -
+ 11 6
- 1 91

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

83,33%

93,81%
62,50%
97,85%

100,00%

88,66%
52,17%
100,00%

100,00%

88,66%
52,17%
100,00%

100,00%

91,75%
60,00%
100,00%

91,67%

93,81%
64,71%
98,91%

AFB >7 mm PCR
FOXE=4 mm
CAZ + -
+ 10 5
- 2 92
AFB >3 mm PCR
FOXE>7 mm
CAZ + -
+ 11 8
- 1 89
AFB >4 mm PCR
FOXE>7 mm
CAZ + -
+ 11 8
- 1 89
AFB>5mm PCR
FOXE2=7 mm
CAZ + -
+ 11 7
- 1 90
AFB > 6 mm PCR
FOXE2=7 mm
CAZ + -
+ 10 4
- 2 93

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Continua...

83,33%

94,85%
66,67%
97,87%

91,67%

91,75%
57,89%
98,89%

91,67%

91,75%
57,89%
98,89%

91,67%

92,78%
61,11%
98,90%

83,33%

95,88%
71,43%
97,8%9%



APENDICE D - Calculos dos parametros de desempenho do teste de deteccdo de AmpCs plasmidiais com

Cefoxitina, ceftazidima e bloqueio enzimético com o acido fenilbordnico.

PCR
AFB 27 mm FOX

E>5mm CAZ + -
+ 10 4
- pA 93

PCR
AFB >3 mm FOX + -
+ 12 32
- 0 65

PCR
AFB >4 mm FOX + -
+ 12 25
- 0 72

PCR
AFB =25 mm FOX + -
+ 12 16
- 0 81

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

83,33%

95,88%
71,43%
97,89%

100,0%

67,0%
27,3%
100,0%

100,0%

74,2%
32,4%
100,0%

100,0%

83,5%
42,9%
100,0%

AFB>7 mm PCR
FOXE=6 mm
CAZ + -
+ 10 3
- 2 94
AFB>3 mm PCR
CAZe 23mm
FOX + -
+ 12 19
- 0 78
AFB >4 mm PCR
CAZe24mm
FOX + -
+ 12 15
- 0 82
AFB>5mm PCR
CAZe25mm
FOX + -
+ 12 9
- 0 88

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Continua...

83,33%

96,91%
76,92%
97,92%

100,00%

80,41%
38,71%
100,00%

100,00%

84,54%
44,48%
100,00%

100,00%

90,72%
57,14%
100,00%

91



APENDICE D - Célculos dos parametros de desempenho do teste de deteccdo de AmpCs plasmidiais com

Cefoxitina, ceftazidima e bloqueio enzimético com o acido fenilbordnico.

PCR
AFB > 6 mm FOX + -
+ 11 13
- 1 84

PCR
AFB =7 mm FOX + -
+ 10 10
- 2 87

VPP = Valor preditivo positivo; VPN = Valor preditivo negativo.

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

91,7%

86,6%
45,8%
98,8%

83,3%

89,7%
50,0%
97,8%

AFB>6 mm PCR
CAZe26
mmFOX + -
+ 11 5
- 1 92
AFB>7 mm PCR
CAZe27mm
FOX + -
+ 10 2
- 2 95

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

Sensibilidade

Especificidade
VPP
VPN

91,67%

94,85%
68,75%
98,92%

83,33%

97,94%
83,33%
97,94%

92
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