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palavras-chave

resumo

Beta-lactamases de espectro alargado, disseminagdo da resisténcia aos antibioticos,
lares de Idosos, comunidade, colonizagdo fecal, prestacdo de cuidados de saude,

controlo de infec¢do.

A actual situagdo do envelhecimento das populagbes e a proliferagdo de unidades de
cuidados de geriatria é uma realidade em expansao. Estas unidades constituem nichos
particulares da comunidade no que respeita a disseminagdo de resisténcia aos
antibidticos podendo considerar-se como reservatérios de estirpes resistentes aos
antibidticos. Esta é uma realidade que tem vindo a merecer a atencdo da comunidade
cientifica internacional mas ainda pouco divulgada no nosso Pais.

O presente estudo teve como objectivo a detecgdo de Enterobacteriaceae produtoras
de B-lactamases de espectro alargado (BLEA) colonizadoras do tracto intestinal de
residentes em lares de idosos da zona norte do Pais.

Nas 184 amostras de fezes, provenientes de residentes autonomos e dependentes de
seis lares de idosos da zona norte do Pais, detectaram-se 58 isolados de
Enterobacteriaceae produtoras de BLEA, das espécies Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Citrobacter freundii, Morganella morganii e dos géneros Klebsiella spp e
Enterobacter spp.

Nos lares de idosos com mais residentes dependentes registou-se maior nimero de
isolados produtores de BLEA, comparativamente aos lares com maior nimero de
residentes auténomos. A incidéncia de estirpes produtoras de BLEA detectada em
cada lar de idosos, parece depender de caracteristicas dos residentes em termos de
dependéncia funcional e histéria de internamento em unidades hospitalares, bem
como do tratamento antimicrobiano a que estdo sujeitos.

Nos isolados produtores de BLEA detectados no estudo verificou-se um predominio de
B-lactamases, com pontos isoeléctricos (pl) caracteristicos de 5,4 e superior a 8,0,
estando o fenétipo de BLEA associado principalmente a B-lactamases de pl superior a
8,0. Os genes de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos podem ser transferidos por
processos de tranferéncia horizontal, através de elementos genéticos mdveis, como
por exemplo plasmideos conjugativos, como foi possivel demonstrar através de
conjugacao.

O estudo permitiu verificar que os lares de idosos representam um nicho particular da

comunidade que poderda funcionar como reservatério de estirpes e genes de



vi

resisténcia aos antibiodticos, particularmente aos antibidticos B-lactdmicos. A
colonizagao intestinal de residentes de lares de idosos por Enterobacteriaceae
produtoras de BLEA é uma realidade com papel preponderante na disseminagdo
destas estirpes bacterianas.

Os lares de idosos assumem-se como unidades de prestacdo de cuidados de saude da
comunidade, devido as necessidades de prestacdo de cuidados de saude aos
residentes, particularmente os mais debilitados. E um ambiente relevante na
disseminacdo da resisténcia a antibidticos, podendo considerar-se importante na
introducdo de estirpes resistentes aos antibidticos no ambiente hospitalar. O estudo
alerta para a necessidade de medidas de controlo de infeccdo adequadas na

prestacdo de cuidados de saude aos residentes de lares de idosos.
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The current situation of population aging and the proliferation of Geriatric
care facilities is a reality in expansion. Those institutions might be considered
as antimicrobial resistant strains reservoirs, playing an important role in
antimicrobial resistance dissemination. This reality has been addressed
internationally, but in our country this reality was deserved little divulgation.
The aim of our study was the detection of Enterobacteriaceae producing
Extended Spectrum B-lactamases (ESBL) colonizing the intestinal tract of
nursing home residents in the Northern area of our Country.

In the 184 samples of faeces from independent and dependent residents of six
nursing homes in the north of Portugal, 58 isolates of Enterobacteriaceae
producing ESBL were detected, the species of Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Citrobacter freundii, Morganella morganii, Klebsiella spp and
Enterobacter spp.

Nursing homes with more dependent residents showed more isolates
producing ESBL, compared to nursing homes with the highest number of
autonomous residents. The incidence of ESBL producing strains detected in
each nursing home seems to depend on characteristics of residents in terms of
functional dependence and history of hospitalization, and the instituted
antimicrobial treatment.

Among ESBL producers isolated the study there was a predominance of B-
lactamases, with characteristic isoelectric points of 5.4 and above 8.0. Genes
for resistance to B-lactam antibiotics can be transferred horizontally
transferred through mobile genetic elements, such as conjugative plasmids, as
demonstrated by conjugation.

The study has shown that the nursing homes represent a particular niche of
the community that could serve as a reservoir of resistant strains and
antibiotic resistance genes, particularly to the PB-lactam antibiotics. The
intestinal colonization of residents of nursing homes by ESBL producing

Enterobacteriaceae is a reality with leading role in the spread of these
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bacterial strains.

The nursing homes assume themselves as health care units of the community,
because the needs of health care delivery to residents, particularly the weaked
ones. This might be considered a namely in the introduction of antimicrobial
resistant strains to the hospitals. The study points out the need of adequate

infection control measures in the health care of nursing home residents.
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B-lactamases de espectro alargado em Enterobacteriaceae da flora fecal de idosos

A producdo de B-lactamases de espectro alargado (BLEA) em Enterobacteriaceae,
problema emergente de salde publica em todo o Mundo, representa um grande
desafio para os profissionais de salude, epidemiologistas e equipas de controlo de
infeccdo (Ben-Ami et al, 2006; Pfaller et al, 2006; Harris et al, 2007; Fang et al, 2008;
Moor et al, 2008). Esta é uma questdo relevante nos ambientes de prestacdo de
cuidados de saude com internamento, devido as caracteristicas dos pacientes,
procedimentos médicos e técnicas invasivas de diagndstico e terapéutica e a pressao
selectiva com antibidticos B-lactamicos (Owens and Rice, 2006).

Na comunidade, os lares de idosos, constituem importantes reservatérios de estirpes
bacterianas produtoras de BLEA, como consequéncia das caracteristicas inerentes aos
residentes e prestadores de cuidados e contribui para o aparecimento e disseminagdo

destas estirpes a outros ambientes (Bonomo, 2000; Mendelson et al, 2005).

1 - Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae compreende um grupo heterogéneo de bacilos de Gram
negativo como os géneros Escherichia spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter
spp., Citrobacter spp., Morganella spp., Salmonella spp., Shigella spp., Serratia spp.,
Providencia spp., Edwardsiella spp., Yersinia spp. entre outros (Murray et al, 2003).

As espécies desta familia caracterizam-se por uma parede celular do tipo Gram
negativo, ndo formadoras de esporos, imdveis ou mdveis e anaerdbias facultativas. A
fermentacdo da glucose, redugdo dos nitratos a nitritos e citocromo c oxidase negativo
sdo as principais caracteristicas comuns as espécies desta familia bacteriana (Murray et
al, 2003).

Encontram-se amplamente distribuidas na natureza e/ou colonizadoras, por exemplo
do tracto intestinal do homem e animais. S3o importantes agentes patogénicos,
possuem diversos factores de viruléncia, frequentemente implicados em processos
infecciosos em ambiente hospitalar e na comunidade, como infec¢des do tracto
urinario (ITU), pneumonias e infecgdes intra-abdominais (Murray et al, 2003;

Rodriguez-Bano et al, 2006; Paterson, 2006).
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B-lactamases de espectro alargado em Enterobacteriaceae da flora fecal de idosos

A resisténcia aos antibidticos B-lactamicos emergente, particularmente a producdo de
BLEA, em espécies da familia das Enterobacteriaceae tem sido alvo de uma constante e

preocupante atencdo (Paterson, 2006; Denton, 2007).

2 — Antibioticos B-lactamicos

Os antibidticos B-lactamicos constituem o grupo de agentes antimicrobianos mais
importante com utilizacdo terapéutica generalizada, na clinica hospitalar e
ambulatério, devido a sua accdo antimicrobiana, fraca toxicidade e caracteristicas
farmacocinéticas (Mascaretti, 2003; Sousa, 2006; Baquero et al, 2008).

Este grupo de antibidticos, com accdo antipariental, agrupa quatro classes,
nomeadamente: penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos e carbapenemos
(Mascaretti, 2003; Sousa, 2006; Baquero et al, 2008). Estruturalmente, caracterizam-se
pela estrutura ciclica denominada anel B-lactdmico, comum a todas as classes (figura
1), composto por trés dtomos de carbono e um de azoto com radicais substituintes. As
diferencas nas classes deste grupo de antibidticos residem na constituicdo dos radicais
substituintes do anel B-lactamico (Mascaretti, 2003; Samaha-Kfoury and Araj, 2003;
Sousa, 2006; Baquero et al, 2008).

H
N S _CH NS E',s NH\__rFlz ) Al s
DR LA
o COzH o” SOzH* OH
| 1l ] [\
Figura 1 - Estrutura quimica dos antibidticos B-lactamicos. | - penicilinas; Il - cefalosporinas; Ill -

monobactamicos; IV - carbapenemos; A - anel B-lactamico (Sousa, 2006).

Os antibidticos B-lactamicos actuam na fase final da biossintese do peptidoglicano,
constituinte essencial a sobrevivéncia da bactéria, pela inibicdo das enzimas
responsaveis pela transpeptidacdo do peptidoglicano, as Penicillin Binding Proteins

(PBP) (Mascaretti, 2003; Sousa, 2006; Baquero et al, 2008).
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B-lactamases de espectro alargado em Enterobacteriaceae da flora fecal de idosos

3 — Mecanismos de Resisténcia aos antibidticos B-lactamicos

A introducdo de antibidticos na pratica clinica permitiu o controlo efectivo de varias
doencas infecciosas. No entanto, rapidamente diversas bactérias patogénicas se
tornaram resistentes a esses agentes antimicrobianos (Sousa, 2006; Baquero et al,
2008; Hawkey, 2008).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos B-lactamicos compreendem:
alteracdo do local de ac¢do do antibidtico; hidrdlise enzimdtica por accdo das B-
lactamases (figura 2); impermeabilizagdo da membrana externa nos bacilos de Gram

negativo e bombas de efluxo (Donskey, 2006; Sousa, 2006; Baquero et al, 2008).

Porina Bomba Efluxo

' . |j Membrana Externa
B-lactamases

Espaco Periplasmatico
Penicillin Binding Proteins ———VQ
Membrana Citoplasmética

Figura 2 - Parede celular de Gram negativo (Livermore and Woodford, 2006).

3.1 - Resisténcia mediada por B-lactamases

A utilizacdo indiscriminada dos antibidticos B-lactamicos no tratamento das doencas
infecciosas, em clinica hospitalar e na comunidade, contribuiu para a pressao selectiva
levando ao aparecimento de bactérias produtoras de B-lactamases, particularmente
em bacilos de Gram negativo (Sousa, 2006; Baquero et al, 2008). Da pluralidade de
mecanismos de resisténcia antimicrobiana descritos, a producdo de B-lactamases
constitui o principal mecanismo de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos, em
bacilos de Gram negativo (Samaha-Kfoury and Araj, 2003; Bonnet, 2004; Jacoby and
Munoz-Price, 2005; Sousa, 2006; Baquero et al, 2008; Pitout and Laupland, 2008).
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B-lactamases de espectro alargado em Enterobacteriaceae da flora fecal de idosos

O anel B-lactdmico presente nos antibidticos B-lactamicos é indispensavel a actividade
antibacteriana, mas susceptivel de ser hidrolisado irreversivelmente por hidrolases
bacterianas, as pB-lactamases, na ligacdo amida do anel, tornando-o inactivo
(Mascaretti, 2003; Bonnet, 2004; Jacoby and Munoz-Price, 2005; Sousa, 2006; Baquero
et al, 2008; Pitout and Laupland, 2008).

As B-lactamases, enzimas de origem cromossémica ou plasmidica, podem ser
encontradas no espaco periplasmatico da parede celular das bactérias de Gram
negativo, enquanto nas bactérias com parede celular Gram positivo sdo produzidas e
excretadas para o meio exterior (Samaha-Kfoury and Araj, 2003; Jacoby and Munoz-
Price, 2005; Sousa, 2006).

Estas enzimas bacterianas apresentam afinidades diferentes para as distintas classes
dos antibidticos B-lactamicos, sendo classificadas segundo a sua especificidade em
penicilinases, cefalosporinases e carbapenemases (Sousa, 2006; Perez et al, 2007). As
B-lactamases sdo um grupo heterogéneo de enzimas, produzidas por diferentes
espécies bacterianas, contudo uma espécie bacteriana especifica pode produzir varios
tipos de B-lactamases diferentes (Bradford, 2001; Sousa, 2006; Baquero et al, 2008).

O desenvolvimento de novos compostos quimicos B-lactamicos, estaveis a accao das
hidrolases bacterianas, contribuiu para o aparecimento de novas variantes por
mutacdo da estrutura classica da referida enzima, como consequéncia da pressao
exercida pelos antibidticos B-lactamicos. A introducdo dos antibidticos de amplo
espectro de accdo, os oximino-B-lactamicos, na terapéutica clinica para tratamento de
infeccOes por Enterobacteriaceae, induziu a alteracdo das B-lactamases cldssicas com o
aparecimento e disseminacdo de novas B-lactamases, entre elas as BLEA (Bradford,

2001; Samaha-Kfoury and Araj, 2003; Sousa, 2006; Baquero et al, 2008).

3.1.1 - Classificacao das B-lactamases

A descricdo de inumeros tipos de B-lactamases condicionou a necessidade da sua
classificagdo, nem sempre de forma homogénea (Sousa, 2006). As primeiras
classificacdes surgiram em 1970 por Jack e Richmond, consideraram o tipo de

substrato e comportamento frente aos inibidores das B-lactamases. A classificacao
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molecular de Ambler e a classificacdo funcional de Bush-Jacoby-Medeiros sdo as mais
frequentemente utilizadas (Bush et al, 1995; Jacoby and Munoz-Price, 2005; Paterson
and Bonomo, 2005; Sousa, 2006; Baquero et al, 2008).

Na classificacdo de Ambler (1980), as B-lactamases encontram-se agrupadas com base
na estrutura primaria da sequéncia de aminodcidos, em quatro classes moleculares: A,
B, C e D. As B-lactamases da classe A e C, as mais comuns, e as da classe D sdo as
serino-B-lactamases, devido a presenca de um grupo serina no centro activo da
enzima. As B-lactamases da classe C e D incluem, respectivamente, as B-lactamases
cromossémicas e as oxacilinases. Por sua vez, as da classe B englobam as metalo-p-
lactamases dependentes do zinco (Bush et al, 1995; Bradford, 2001; Fluit, 2001;
Bonnet, 2004; Bradford et al, 2005; Jacoby and Munoz-Price, 2005; Paterson and
Bonomo, 2005; Sousa, 2006; Baquero et al, 2008).

Bush-Jacoby-Medeiros (1995) classificam-nas atendendo a relacdo com o perfil de
substratos e resposta aos inibidores das B-lactamases e inclui os novos tipos de B-
lactamases. Este sistema de classificacdo caracteriza-se por quatro grupos principais de
B-lactamases e varios subgrupos (Bush et al, 1995; Bradford, 2001; Fluit, 2001; Bonnet,
2004; Bradford et al, 2005; Jacoby and Munoz-Price, 2005; Paterson and Bonomo,
2005; Sousa, 2006; Baquero et al, 2008). A tabela | sistematiza as classificacdes de

Ambler e Bush-Jacoby-Medeiros.
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Tabela 1 - Sistema de classificacdo de Ambler e Bush-Jacoby-Medeiros

Inibigao
Bush-Jacoby-

Subgrupo Ambler Acido Caracteristicas
Medeiros EDTA
Clavulanico

Grupo 1 Cefalosporinases cromossémicas ndo inibidas

Cefalosporinases pelo acido clavulanico

Penicilinases cldssicas das bactérias de Gram-
2a A + -
positivo

B-lactamase TEM-1, TEM-2, SHV-1 e B-
2b A + -
lactamases cromossémicas de Klebsiella spp.

Enzimas capazes de hidrolisar as penicilinas e

as cefalosporinas classicas, bem como a
2be A + - cefotaxima, ceftazidima e aztreonamo

Inibidas pelo acido clavulanico

Grupo 2 Compreende as BLEA plasmidicas

Penicilinases 2c A + - Carbenicilinases

2d D

-+
'

Oxacilinases que inactivam a cloxacilina

Cefalosporinases cromossémicas, inibidas por

baixas concentragbes de acido clavulanico, e

as cefalosporinases plasmidicas que hidrolisam
2e A + -

a cefotaxima, com fraca ac¢do hidrolitica face

a penicilina

Sensiveis ao acido clavulanico

2f A + - Carbapenemases (excepto as metaloenzimas)

Enzimas que hidrolisam as penicilinas
3a B - + Hidrolisam rapidamente o imipenemo e as

cefalosporinas

Enzimas das espécies do género Aeromonas

spp., consideradas as verdadeiras
Grupo 3
3b B - + carbapenemases
Metalo-B-lactamases
Elevada capacidade para hidrolisar os

carbapenemos

Metalo-B-lactamase em Legionella gormanii
3c B - + Elevada capacidade para hidrolisar as

cefalosporinas e a ampicilina

Penicilinases resistentes ao acido clavuldnico
Grupo 4 - ?
Escassa informagdo molecular

(adaptado de Bush et al, 1995; Sousa, 2006; Perez et al, 2007)
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3.2 - Disseminagao da Resisténcia aos antibioticos

A disseminacdo de determinantes de resisténcia aos antibidticos pode ocorrer
directamente através da distribuicdo de espécies bacterianas resistentes, para
diferentes ambientes ou, indirectamente, pela propagacdo horizontal dos genes de

resisténcia (Levy and Marshall, 2004; Jacoby and Munoz-Price, 2005).

e Os genes de resisténcia aos antibidticos podem ser
T h ph
{F}K J— transferidos para outras espécies e géneros bacterianos
<] v
& \mf»\“ P \ diferentes por processos de transferéncia horizontal de
; ;;‘. w.q,":"’r L genes, através de elementos genéticos modveis como
wm.@ﬁf E:; t/\ ’ plasmideos, transposdes e integrbes, e através de
'd | W 1
t}h J \ fl ‘E:‘l \ ,.} bacteriéfagos (figura 3) (Bonomo, 2000; Levy and Marshall,
..,. "\m t}f"2004; Jacoby and Munoz-Price, 2005; Owens and Rice,
NS D

2006).

Fres’ [N,

Figura 3 - Representagdo da
propagacdo dos genes de
resisténcia aos antibidticos
entre estirpes bacterianas
diferentes (Levey and
Marshall, 2004)

4 — B-lactamases de Espectro Alargado

As BLEA descritas pela primeira vez em 1983 em bacilos de Gram negativo da familia
Enterobacteriaceae representam o mecanismo de resisténcia aos oximino-B-lactamicos
mais significativo (Jacoby and Munoz-Price, 2005; Pitout et al, 2005; Sousa, 2006; Arpin
et al, 2007; Baquero et al, 2008).

As BLEA, segundo a classificacdo molecular de Ambler, pertencem a classe A e D,
correspondentes ao subgrupo 2be, segundo o sistema de classificacdo funcional de
Bush-Jacoby-Medeiros. As BLEA da classe A sdo inibidas pelos inibidores classicos das
B-lactamases como o acido clavulanico, enquanto as da classe D sdo inibidas pela

cloxacilina (tabela 1) (Bradford, 2001; Bonnet, 2004; Bradford et al, 2005; Paterson and

21




B-lactamases de espectro alargado em Enterobacteriaceae da flora fecal de idosos

Bonomo, 2005; Pitout et al, 2005; Perez et al, 2007). Na actualidade experts na area
das BLEA sugeriram um novo esquema de classificacdo incluindo outras B-lactamases
ndo classicamente reconhecidas como BLEA, passando a referir as que foram alvo do
nosso estudo como BLEA da classe A restritas as de classe funcional 2be e classe
molecular A, enzimas inibidas pela accdo do acido clavulanico com actividade em
oximino-B-lactamicos (Giske et al, 2008).

Este grupo heterogéneo de enzimas bacterianas de amplo espectro apresenta
capacidade de conferir resisténcia aos antibiéticos B-lactdmicos, nomeadamente as
penicilinas, oximino-cefalosporinas e monobactamicos, tornando-os inactivos. No
entanto, incapazes de hidrolisar as cefamicinas e os carbapenemos, sdo inibidas pelos
inibidores classicos das PB-lactamases, como o 4&cido clavuldnico, sulbactam e
tazobactam, particularidade utilizada na deteccdo laboratorial (Bradford, 2001;
Stirenburg and Mack, 2003; Bradford et al, 2005; Paterson and Bonomo, 2005;
Rodriguez-Baio et al, 2006; Pitout et al, 2005; Perez et al, 2007; Naas et al, 2008;
Pitout and Laupland, 2008).

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, espécies da familia das Enterobacteriaceae
sdo as principais produtoras de BLEA. No entanto, podem ser identificadas noutras
espécies desta familia, como em Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, no género
Enterobacter spp. e Salmonella spp. e em espécies da familia das Pseudomonadaceae,
como Pseudomonas aeruginosa (Pitout et al, 2005; Pfaller et al, 2006; Pefia and Pujol,
2007; Peiia et al, 2008; Pitout and Laupland, 2008).

As BLEA sdo codificadas em genes localizados em plasmideos responsaveis pela
capacidade de transferéncia da resisténcia entre as mesmas e diferentes espécies
bacterianas. Estes elementos genéticos mdveis sdo os principais responsaveis pelo
aparecimento de episddios de resisténcia, bem como permitem a rapida disseminacdo
das espécies produtoras de BLEA entre unidades de prestacdo de cuidados de saude
como o hospital e instituicdes de saude na comunidade, por exemplo os lares de
idosos (Samaha-Kfoury and Araj, 2003; Stiirenburg and Mack, 2003; Oteo et al, 2006,
Fang et al, 2008).

A utilizacdo indiscriminada dos antibidticos B-lactamicos, particularmente os oximino-

B-lactamicos induz a continua e dindmica mutacdo das B-lactamases (Samaha-Kfoury
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and Araj, 2003; Paterson and Bonomo, 2005). As BLEA derivam das B-lactamases
classicas: TEM (TEM-1, TEM-2) e SHV-1, pela substituicio de aminoacidos no centro
activo das B-lactamases. As principais familias das BLEA incluem as TEM, SHV e CTX-M,
este Ultimo tipo de enzima em grande expansdo em todo o Mundo (Bradford, 2001;
Samaha-Kfoury and Araj, 2003; Stlirenburg and Mack, 2003; Paterson and Bonomo,
2005; Oteo et al, 2006; Arpin et al, 2007; McMullan et al, 2007).

A desmedida evolucdo das BLEA ao longo dos ultimos anos, resulta no aparecimento
de mais de 200 enzimas distintas classificadas em diferentes grupos, as quais se
encontram caracterizadas no website http://www.lahey.org/studies/webt.htm

(Bradford, 2001; Arpin et al, 2007; Pitout and Laupland, 2008; Hawkey, 2008).

4.1 - B-lactamases do tipo TEM

A B-lactamase TEM-1 descrita pela primeira vez em 1966 num isolado de Escherichia
coli representa o principal mecanismo de resisténcia a ampicilina, cerca de 90% em
bacilos de Gram negativo, especificamente em Escherichia coli. Esta B-lactamase de
espectro de accdo restrito, frequentemente encontrada, confere resisténcia as
penicilinas e cefalosporinas de primeira geracdao mas ndo apresenta actividade frente
as oximino-cefalosporinas (Bradford, 2001; Samaha-Kfoury and Araj, 2003; Stiirenburg
and Mack, 2003; Ali Shah et al, 2004; Paterson and Bonomo, 2005; Hawkey, 2008).

As B-lactamases da familia TEM aparecem com maior frequéncia em Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae, mas pode ser encontrada noutros géneros de
Enterobacteriaceae, como Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus
mirabilis, Proteus rettgeri e Salmonella spp. e em espécies ndao Enterobacteriaceae,
como a TEM-42 em Pseudomonas aeruginosa (Samaha-Kfoury and Araj, 2003; Ali Shah
et al, 2004). Estas pB-lactamases, mediadas por plasmideos, disseminam-se
rapidamente entre diferentes espécies de Enterobacteriaceae. A disseminacdo deste
tipo de B-lactamase a outras espécies ndo Enterobacteriaceae, tal como Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae ja foi descrito (Stlirenburg

and Mack, 2003; Hawkey, 2008).
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As B-lactamases TEM-1 e TEM-2 apresentam perfil de hidrélise aos antibiéticos B-
lactdmicos semelhante, porém a TEM-2 aparece com menor frequéncia (Bradford,
2001; Ali Shah et al, 2004; Paterson and Bonomo, 2005). A B-lactamase TEM-2 deriva
da substituicdo de um aminoacido na TEM-1. Mais de 100 variantes das B-lactamases
TEM ja foram descritas, cujos pl variam de 5.2 a 6.5 (Paterson and Bonomo, 2005;
Bradford, 2001). A TEM-3, isolada em 1989 em Klebsiella pneumoniae proveniente de
uma unidade de cuidados intensivos, representa a primeira B-lactamase com fenétipo

caracteristico de BLEA (Pfaller et al, 2006).

4.2 - B-lactamases do tipo SHV

A B-lactamase SHV-1, descrita pela primeira vez em 1983, é frequente em espécies de
Klebsiella pneumoniae, responsaveis por 20% da resisténcia mediada por plasmideos a
ampicilina. Porém, pode aparecer noutras espécies de bacilos de Gram negativo como
em Escherichia coli, Citrobacter diversus e Pseudomonas aeruginosa, apresentando
normalmente uma localizagdo cromossdomica em Klebsiella pneumoniae (Bradford,
2001; Samaha-Kfoury and Araj, 2003; Ali Shah et al, 2004; Paterson and Bonomo,
2005; Naas et al, 2008).

Contrariamente as B-lactamases do tipo TEM, as SHV apresentam poucas variantes,
mas a maioria destas variantes sdo BLEA. A B-lactamase SHV-10 parece derivar da SHV-
5, apresenta um fendtipo do tipo resistente aos inibidores das B-lactamases (Bradford,

2001; Ali Shah et al, 2004).

4.3 - B-lactamases do tipo CTX-M

Descritas em 1990 no Sul da América e Europa, as B-lactamases do tipo CTX-M, tém
vindo a aumentar nos ultimos anos em todo o Mundo (Paterson and Bonomo, 2005;
Cantén and Roque, 2006; Lewis et al, 2007; Livermore et al, 2007; McMullan et al,
2007; Fang et al, 2008; Naas et al, 2008).
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Esta familia heterogénea de B-lactamases compreende mais de 60 tipos diferentes
agrupados em cinco grupos filogenéticos, de acordo com a similaridade da sequéncia
de aminoacidos, 94% entre os membros de cada grupo. O grupo | inclui as CTX-M-1, -3,
-10a -12, -15, -22, -23, -28, -29, -30, -32, -33, -36, -54; grupo |l abrange as CTX-M-2, -4
a-7,-20,-31 e Toho-1; grupo Il inclui as CTX-M-8; grupo IV as CTX-M-9, -13, -14, -16 a -
19, -21, -24,-27, -46, -47, -48, -49, -50 e Toho-2; grupo V contém as CTX-M-25, -26, -39
e -41 (Bonnet, 2004; Pitout et al, 2004; Cantdon and Roque, 2006; Canton et al, 2007;
Mendoncga et al, 2007; Fang et al, 2008; Pitout and Laupland, 2008).

Estas enzimas bacterianas, mediadas por plasmideos, apresentam elevada actividade
hidrolitica frente a cefotaxima comparativamente a ceftazidima, facilmente inibidas
pelos inibidores classicos das B-lactamases, o acido clavulanico (Bradford, 2001; Ali
Shah et al, 2004; Pitout et al, 2005; Paterson and Bonomo, 2005; Livermore et al, 2007;
Perez et al, 2007). A actividade hidrolitica das enzimas CTX-M é eficaz frente ao
cefepime (Paterson and Bonomo, 2005). Foi sugerido que o residuo de serina na
posicdo 237 presente na estrutura enzimatica de todas as B-lactamases do tipo CTX-M
é fundamental na actividade de espectro alargado deste tipo de PB-lactamases
(Bradford, 2001). No entanto, existem algumas excep¢des, como a B-lactamase CTX-M-
15, actualmente a mais prevalente em disseminacdo no Mundo, e a CTX-M-19, que
hidrolisam melhor a ceftazidima (Stirenberg et al, 2003; Pitout et al, 2005; Ben-Ami et
al, 2006; Livermore et al, 2007; Fang et al, 2008; Pitout and Laupland, 2008).

Estas enzimas tém sido associadas a espécie Kluyvera ascorbata encontrada no meio
ambiente, devido a transmissdao horizontal e subsequente mutacdo das B-lactamases
cromossémicas, o que pode explicar a existéncia das enzimas CTX-M na comunidade e
no meio ambiente (Bradford, 2001; Bonnet, 2004; Pitout et al, 2005; Cantén and
Roque, 2006; Denton, 2007; Cantdn et al, 2007; Perez et al, 2007; Hawkey, 2008;
Pitout and Laupland, 2008).

Este tipo de B-lactamases pode ser encontrada nas espécies Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli, as maiores produtoras, mas também em Salmonella spp., Enterobacter
spp., Citrobacter freundii e Serratia marcescens (Bradford, 2001; Ali Shah et al, 2004;
Livermore et al, 2007; Perez et al, 2007). As BLEA do tipo CTX-M podem ser codificadas

em genes contidos em plasmidios conjugativos, o que permite transferéncia de uma
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espécie bacteriana para outra e entre espécies e géneros diferentes (Bonnet, 2004;
Cantdn and Roque, 2006; Hawkey, 2008).

A recente emergéncia das CTX-M verifica-se em Escherichia coli que juntamente com
os factores de viruléncia inerentes a espécie e consumo indiscriminado de antibidticos,
fazem com que seja um importante agente patogénico em unidades de prestacdo de
cuidados de salide como o hospital e na comunidade, os lares de idosos (Oteo et al,
2006; Rodriguez-Bano et al, 2006; Lewis et al, 2007; Livermore et al, 2007; Mendonca
etal, 2007; Fang et al, 2008; Warren et al, 2008).

4.4 - B-lactamases do tipo OXA

As BLEA da familia das OXA, diferem das B-lactamases cldssicas TEM e SHV, pertencem
a classe D e grupo funcional 2d do sistema de classificacdo de Ambler e Bush-Jacoby-
Medeiros, respectivamente (Bradford, 2001; Naas et al, 2008). Este tipo de enzimas,
frequentes em Pseudomonas aeruginosa e raras em Enterobacteriaceae, conferem
resisténcia a ampicilina e cefalotina (Bradford, 2001; Fang et al, 2008; Naas et al,
2008). Caracteristicamente apresentam actividade hidrolitica frente a oxacilina e
cloxacilina, mas sdo fracamente inibidas pelo acido clavulanico com excepcdao da B-
lactamase OXA-18 (Bradford, 2001).

De forma geral, a B-lactamase do tipo OXA apresenta elevada resisténcia a ceftazidima,
contudo o tipo OXA-17 é excepgao, visto conferir maior resisténcia a cefotaxima e
ceftriaxona, comparativamente a ceftazidima (Bradford, 2001; Naas et al, 2008).

As B-lactamases do tipo OXA parecem corresponder a mutagdes de B-lactamases
nativas cromossdmicas de algumas espécies, que ja apresentam um espectro de accao
relativamente alargado, contrariamente as BLEA derivadas do tipo TEM e SHYV,
codificadas em plasmideos ou outros elementos genéticos (Pitout et al, 2005; Poole,

2004).
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4.5 - Outros tipos de BLEA

Actualmente, conhecem-se, outras familias de BLEA com menor incidéncia, como por
exemplo as familias PER, VEB, TLA, SFO, BES e GES. A B-lactamase do tipo PER-1,
detectada pela primeira vez em 1993 em Pseudomonas aeruginosa, pode ser
encontrada também em Salmonella spp. e Acinetobacter baumanii, condicionando
resisténcia superior a ceftazidima em relacdo a cefotaxima. A PER-1 plasmidica foi
detectada em isolados de infec¢des nosocomiais (Bradford, 2001; Jacoby and Munoz-
Price, 2005; Naas et al, 2008). A enzima VEB-1, similiar a anterior, isolada em
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e a TLA-1 em Escherichia coli. Estas
enzimas PER, VEB e TLA, apresentam alguma homologia, conferem resisténcia as
oximino-cefalosporinas, especialmente a ceftazidima e ao aztreonamo (Bradford,
2001; Naas et al, 2008). A SFO-1, encontrada em Serratia fonticola estd fortemente
relacionada com as B-lactamases das classes A, sem capacidade de hidrolisar as
cefamicinas e inibida pela ac¢do dos inibidores das B-lactamases (Bradford, 2001). A B-
lactamase BES encontrada em Serratia marcescens num hospital confere elevada
resisténcia ao aztreonamo e cefotaxima comparativamente a ceftazidima. A GES-1 é
outro tipo de BLEA, que ndo estd relacionada com as B-lactamases mediada por
plasmideos, apresenta cerca de 36% de homologia com as carbenicilinases de Proteus

mirabilis (Bradford, 2001; Naas et al, 2008).

5 — Outros tipos de B-lactamases

5.1 - B-lactamases resistentes aos inibidores

As B-lactamases resistentes aos inibidores ndo sdo BLEA, mas derivam de mutacdes
nas P-lactamases classicas do tipo TEM e SHV (Bradford, 2001; Jacoby and Munoz-
Price, 2005). Estas B-lactamases caracterizam-se pela resisténcia aos inibidores como o

acido clavulanico e sulbactam, podem ser encontradas em espécies de bacilos de Gram
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negativo como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca, Proteus

mirabilis e Citrobacter freundii (Bradford, 2001).

5.2 - B-lactamases nao BLEA

As BLEA devem ser distinguidas de outros tipos de B-lactamases, das B-lactamases do
tipo AmpC e carbapenemases (Jacoby and Munoz-Price, 2005; Pitout and Laupland,
2008). As B-lactamases do tipo AmpC, normalmente com localizagdo cromossémica,
conferem resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos a bacilos de Gram negativo das
espécies Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii, Serratia
marcescens e Pseudomonas aeruginosa. As cefalosporinases do tipo AmpC tém a
capacidade de inactivar as cefalosporinas incluindo a cefoxitina e ceftazidima, com
excepcdo do cefepime. Caracterizam-se pela resisténcia a ampicilina, amoxicilina,
susceptibilidade aos carbapenemos e inibicdo pelos inibidores das B-lactamases como
o acido clavulanico e sulbactam e (Bonomo, 2000; Jacoby and Munoz-Price, 2005;
Denton, 2007; Doi and Paterson, 2007). A utilizacdo do cefepime, cefalosporina de
guarta geracdo, no teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, em Enterobacter
spp. e Citrobacter freundii, revela-se (til para diferenciar a B-lactamase presente, B-
lactamase AmpC nativa e/ou BLEA (Pitout et al, 2003; Jacoby and Munoz-Price, 2005;
Doi and Paterson, 2007; Pitout and Laupland, 2008).

As carbapenemases, constituem um grupo variado de B-lactamases em que algumas
sdo metaloenzimas que apresentam um atomo de zinco no centro activo da enzima,
tém um espectro de ac¢do mais alargado incluindo os carbapenemos e oximino-B-
lactamicos (Jacoby and Munoz-Price, 2005; Paterson, 2006; Queenan and Bush, 2007).
Estas metaloenzimas, contrariamente as BLEA ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico,
mas pela ac¢do do acido etilenodiaminotetracético (EDTA), outras enzimas do tipo KPC
podem ser inibidas pelo acido clavulanico (Jacoby and Munoz-Price, 2005; Queenan et

al, 2007).
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6 — Epidemiologia das Enterobacteriaceae produtoras de BLEA

A introducdo das cefalosporinas de terceira geracdo em 1980, como terapéutica de
eleicdo para diminuir a incidéncia de infeccdes por bacilos de Gram negativo da familia
das Enterobacteriaceae produtores de B-lactamases, importantes agentes patogénicos
oportunistas, coadjuvou no aparecimento das BLEA (Paterson and Bonomo, 2005;
Livermore et al, 2006; Paterson, 2006; Pfaller et al, 2006; Rodriguez-Bario et al, 2006).
Desde o aparecimento das primeiras espécies bacterianas produtoras de BLEA, em
1983 na Alemanha e em 1985 em Franca, em Klebsiella spp., tém-se verificado o
aumento destas enzimas em varias espécies da familia Enterobacteriaceae em todo o
Mundo (Cantén et al, 2006; Cantdn et al, 2007; Lépez-Cerero et al, 2007; Perez et al,
2007). A primeira espécie identificada como produtora de BLEA, variante SHV-2,
apresentava um fendtipo de resisténcia a cefotaxima e ceftazidima, com capacidade
de transferéncia da resisténcia a outras espécies por conjugacdo. ldenticamente, o
fendtipo de resisténcia as oximino-cefalosporinas na segunda espécie, identificada em
1985, apresenta capacidade de transferéncia da B-lactamase. A B-lactamase variante
TEM-2 foi denominada CTX-M-1 e mais tarde TEM-3. Nos anos posteriores, surgiram
surtos epidémicos por bacilos de Gram negativo produtores de BLEA, em diferentes
regides como Sul e Norte da América e Africa. A analise molecular permitiu identificar
novas variantes enzimaticas destas B-lactamases (Valverde et al, 2004; Cantén et al,
2006; Cantén et al, 2007).

Uma estirpe produtora de BLEA foi detectada em 1997 na Irlanda, responsavel pela ITU
numa idosa sem antecedentes recentes de hospitalizacdo, mas submetida a
tratamento multiplo com antibiéticos. No mesmo periodo em Franca, num estudo
sobre a etiologia das ITU, detectaram a presenca de cinco estirpes produtoras de BLEA.
Duas das estirpes produtoras de BLEA provenientes de individuos sem histdria recente
de hospitalizagdo (igual ou inferior a seis meses). A partir da informacao e resultados
destes estudos, levantou-se a hipétese da aquisicao de estirpes produtoras de BLEA da
comunidade, e outros estudos surgiram com o objectivo de verificar a incidéncia de

BLEA neste nicho particular (Pitout et al, 2005; Lépez-Cerero, 2007).
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Em 1989 as BLEA do tipo TEM e SHV estavam amplamente distribuidas por todo o
Mundo. A maoria dos surtos epidémicos, em ambiente hospitalar, surgiu por BLEA das
duas familias de B-lactamases cldssicas, TEM e SHV, com elevada prevaléncia em
Klebsiella pneumoniae comparativamente a Escherichia coli. Actualmente, existem
mais de 160 BLEA do tipo TEM e 100 BLEA do tipo SHV. As BLEA do tipo CTX-M,
compreende mais de 65 variantes, sdo actualmente as mais prevalentes em relacdo
aos outros tipos de BLEA particularmente em Escherichia coli, seguindo-se outras
espécies de Enterobacteriaceae como Klebsiella pneumoniae (Ali Shah et al, 2004;
Poole, 2004; Jacoby and Munoz-Price, 2005; Pitout et al, 2005; Cantdn et al, 2006;
Oteo et al, 2006; Cantodn et al, 2007; Livermore et al, 2007; Pitout et al, 2007; Fang et
al, 2008). Ocupam uma posicdo de destaque na incidéncia e disseminagdo na Europa e
noutros continentes a nivel hospitalar e na comunidade (Bonnet, 2004; Colodner,
2005; Cantén and Roque, 2006; Livermore et al, 2006; Oteo et al, 2006; Cantoén et al,
2007; Denton, 2007; Lewis et al, 2007; Perez et al, 2007; Pitout et al, 2007; Rodriguez-
Bafio and Ngugro, 2008; Coque et al, 2008).

Os primeiros estudos de infec¢des por bacilos de Gram negativo produtores de BLEA
do tipo CTX-M foram realizados em ambiente hospitalar, mas rapidamente foram
detectadas na comunidade. Nos ultimos anos, tem-se focado atencdo no aumento das
BLEA do tipo CTX-M na comunidade, particularmente em Escherichia coli, como
demonstrado em estudos realizados no Canad3d, Inglaterra, Italia, Grécia e Espanha
(Oteo et al, 2006; Canton and Roque, 2006; Lewis et al, 2007). A epidemiologia deste
tipo de familia de B-lactamase é diferente da dos tipos TEM e SHV. As B-lactamases do
tipo CTX-M, em Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, ndo se encontram apenas
limitadas a infeccdes nosocomiais, mas apresentam potencial de disseminacdo a
outros ambientes além do hospital, como por exemplo na comunidade e meio
ambiente (Canton and Roque, 2006; Oteo et al, 2006; Lewis et al, 2007; Fang et al,
2008; Pitout and Laupland, 2008; Rodriguez-Bafio and Ngugro, 2008).

A associacdo das CTX-M com elementos genéticos méveis, explica a facilidade de as
estirpes bacterianas que as albergam, disseminarem os genes que codificam as
enzimas para outras espécies ou géneros e a ambientes, particularmente a capacidade

de disseminagdo para o ambiente hospitalar e/ou comunidade (Valverde et al, 2004;
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Cantdn and Roque, 2006; Oteo et al, 2006; Cantdn et al, 2007; Fang et al, 2008; Pitout
and Laupland, 2008; Rodriguez-Baino and Ngugro, 2008).

A identificacdo de estirpes produtoras de BLEA do tipo CTX-M na comunidade,
principalmente relacionadas com ITU, surgiu apds o ano de 2000 (Doi et al, 2007; Perez
et al, 2007). Em lares de idosos, a primeira B-lactamase tipo CTX-M, em Escherichia
coli, foi detectada em Francga (Kassis-Chikhani et al, 2004). A B-lactamase tipo CTX-M-
15, descrita pela primeira vez na india em 2001, é actualmente a mais prevalente em
todo o Mundo (Coque et al, 2008; Fang et al, 2008; Rodriguez-Bafio and Ngugro, 2008).
Em Portugal, Espanha, Inglaterra, Franga, Itdlia, Austria, Tunisia, Sul da Corea e Canad3,
registou-se a disseminacdo de um clone de Escherichia coli produtora de CTX-M-15 na
comunidade e consequente disseminacdo ao meio hospitalar e lares de idosos (Perez
et al, 2007; Coque et al, 2008; Machado et al, 2007; Pedrosa et al, 2007; Coque et al,
2008). Epidemiologicamente, a incidéncia actual de bactérias produtoras de BLEA
apresenta varia¢Oes geograficas e temporais (Bonnet, 2004; Cantén and Roque, 2006;
Pfaller et al, 2006; Cantodn et al, 2007; Doi et al, 2007; Coque et al, 2008). Portugal é
um dos paises da Europa com maior incidéncia de estirpes produtoras de BLEA
(Machado et al, 2007).

As espécies produtoras de BLEA do tipo CTX-M normalmente expressam resisténcia
associada a outros antibidticos ndo [-lactamicos, como aos aminoglicosideos,
tetraciclinas e quinolonas (Bonnet, 2004; Cantdn and Roque, 2006; Rodriguez-Bano et
al, 2006; Paterson, 2006; Medonga et al, 2007; Coque et al, 2008).

A maioria das espécies produtoras de BLEA provém de individuos hospitalizados ou
residentes em outras unidades de prestacdo de cuidados de salde (Mesa et al, 2006;
Oteo et al, 2006; Doi et al, 2007). No entanto, na industria agricola e pecuaria, bem
como na aquacultura, a utilizacdo excessiva de antibidticos B-lactamicos,
nomeadamente cefalosporinas de terceira geracdo e de outros grupos como as
quinolonas, aminoglicosideos e glicopéptidos com objectivo terapéutico, profilaxia e
promocdo de crescimento, contribuiu para o aparecimento de B-lactamases no meio
ambiente e em animais. Os animais constituem importantes reservatorios de genes de
resisténcia, particularmente de BLEA, contribuindo para a entrada e disseminacao

destas espécies bacterianas na cadeia alimentar e no meio ambiente (Bradford, 2001;

31




B-lactamases de espectro alargado em Enterobacteriaceae da flora fecal de idosos

Levy and Marshall, 2004; Cabello, 2006; Cantén and Roque, 2006; Mesa et al, 2006;

Torres and Zarazaga, 2007).

7 — B-lactamases de Espectro Alargado: Hospital, Comunidade e Lares de

Idosos

A resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos é um grave problema de saude publica, que
tém vindo a aumentar em todo o Mundo em individuos hospitalizados e cada vez mais
em individuos na comunidade, como em residentes de lares de idosos (Maslow et al,
2004; Ben-Ami et al, 2006; Pefia et al, 2008). Desde a identificagdo dos primeiros
bacilos de Gram negativo da familia Enterobacteriaceae produtores de BLEA tém-se
enfatizado a importdncia destes, ndo sé como causa importante de infeccdo
nosocomial, mas também em nichos particulares da comunidade como sdo os lares de
idosos (Bonomo, 2000; Arpin et al, 2003; Ben-Ami et al, 2006; Paterson, 2006; Lopez-
Cerero, 2007; Pedrosa et al, 2007; Moor et al, 2008; Rodriguez-Bano and Ngugro,
2008).

A incidéncia de espécies bacterianas da familia Enterobacteriaceae produtoras de BLEA
contribui para um aumento da mortalidade e morbilidade e consequentemente
compromete a qualidade de vida, aumenta os custos dos cuidados médicos em
individuos hospitalizados, do ambulatério e em residentes de lares de idosos (Bonomo
et al, 2003; Filius et al, 2005, Miro et al, 2005; Owens and Rice, 2006; Conterno et al,
2007; Peia et al, 2008).

7.1 - Colonizag¢ao do Tracto Intestinal

O tracto intestinal alberga a maior comunidade de microrganismos do corpo humano,
composto por mais de 400 espécies diferentes com funcdo de proteccdo da mucosa

intestinal, de forma a evitar a coloniza¢do por bactérias potencialmente patogénicas. A
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Escherichia coli, colonizadora da mucosa intestinal € um importante agente patogénico
oportunista (Murray et al, 2003; Donskey, 2006).

A utilizacdo de antibidticos afecta tanto as bactérias causadoras de infeccdo como as
bactérias comensais, podendo seleccionar bactérias com mecanismos de resisténcia
aos mesmos no ecossistema intestinal. As espécies da familia Enterobacteriaceae
colonizadoras do tracto intestinal, podem apresentar resisténcia aos antibiéticos B-
lactamicos, como resultado da pressao selectiva pelo consumo prévio e indiscriminado
dos mesmos e/ou contacto com espécies produtoras de B-lactamases (Osterblad et al,
2000; Miré et al, 2005; Lopez-Cerero et al, 2007).

O tracto intestinal representa um importante reservatério de bactérias resistentes aos
antibiéticos  B-lactamicos, particularmente em espécies da familia das
Enterobacteriaceae produtoras de BLEA, Acinetobacter spp. e Pseudomonas
aeruginosa, como um local importante de transferéncia dos genes que conferem

resisténcia ao referido grupo de antibidticos (Donskey, 2006).

7.2 - Ambiente Hospitalar e Comunidade

O aparecimento de espécies bacterianas em ambiente hospitalar é inevitavel dadas as
caracteristicas particulares deste nicho, pessoas debilitadas, utilizacdo excessiva de
antibidticos, procedimentos médicos e técnicas invasivas de diagndstico e terapéutica
e infeccdo nosocomial normalmente consequéncia de infec¢do cruzada (Filius et al,
2005; Rodriguez-Baiio et al, 2006; Denton, 2007; Christiaens et al, 2008). As espécies
da familia das Enterobacteriaceae produtoras de BLEA representam os principais
agentes patogénicos nosocomiais, particularmente em unidades de cuidados
intensivos (Arpin et al, 2003; Filius et al, 2005; Ben-Ami et al, 2006; Arpin et al, 2007;
Denton, 2007).

As primeiras referéncias aludem a elevada incidéncia de BLEA em ambiente hospitalar,
porém nos ultimos anos, varios estudos realizados detectaram infec¢cGes por estes
agentes na comunidade associados a ITU e infec¢Oes gastrintestinais (Mird et al, 2005;

Moor et al, 2008). A colonizacdo por estas espécies bacterianas também foi
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documentada, em doentes hospitalizados e em individuos da comunidade (Calbo et al,
2006; Lopez-Cerero and Pascual, 2007; Mesa et al, 2006; Paterson, 2006; Christiaens et
al, 2008; Rodriguez-Bafio et al, 2008).

Na comunidade, tem-se assistido ao aumento dramatico de infeccdes e individuos
colonizados a nivel do tracto intestinal por Enterobacteriaceae produtoras de BLEA,
particularmente Escherichia coli, com énfase em enzimas do tipo CTX-M (Bisson et al,
2002; Valverde et al, 2004; Mird et al, 2005; Rodriguez-Bafo et al, 2006; Denton, 2007;
Lopez-Cerero and Pascual, 2007; McMullan et al, 2007; Paterson, 2007; Coque et al,
2008; Rodriguez-Bafio and Ngugro, 2008; Rodriguez-Bafiio et al, 2008).

A pressdo exercida pelo consumo generalizado de antibidticos em ambiente hospitalar
e contacto com a flora multiresistente, proporciona o aumento de colonizagdo
intestinal por bactérias produtoras de BLEA, particularmente em Escherichia coli e
oportunidade destas bactérias causarem infeccdo (Lopez-Cerero et al, 2007). Esta
realidade é andloga a da comunidade, em individuos saudaveis e em lares de idosos,
onde é evidente a elevada incidéncia de espécies bacterianas produtoras de BLEA
(Maslow et al, 2004; Valverde et al, 2004; Miro et al, 2005; Mesa et al, 2006; Oteo et
al, 2006; Rodriguez-Bafio and Ngugro, 2008; Rodriguez-Bafio et al, 2008).

7.3 - Lares de Idosos

Em residentes de lares de idosos, as infeccGes por bactérias resistentes aos
antibidticos, representam a principal causa de morbilidade e mortalidade (Bonomo,
2000; Bonomo et al, 2003).

Estudos realizados com o objectivo de determinar a incidéncia de espécies produtoras
de BLEA na comunidade, abrangem o estudo de colonizacdo intestinal e/ou infec¢do
por Enterobacteriaceae em residentes destas instituicdes (Bonomo, 2000; Cantén et al,
2007). As principais infeccdes em lares de idosos sdo as ITU, infeccOes respiratdrias,
intestinais e da pele (Kassis-Chikhani et al, 2004). Os residentes destas instituicGes,
com idade avancada, geralmente com elevado grau de debilidade, procedimentos e

técnicas meédicas invasivas e sujeitos a multiplas medicacbes, consomem
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indiscriminadamente antibidticos B-lactdmicos de largo espectro, o que condiciona a
seleccdo de bactérias produtoras de BLEA colonizadoras, por exemplo no tracto
intestinal (Bonomo, 2000; Simor, 2001; Loeb et al, 2002; Stirenberg et al, 2003; Kassis-
Chikhani et al, 2004; Maslow et al, 2004; Sandoval et al, 2004; Paterson and Bonomo,
2005; Canton et al, 2007). As espécies bacterianas produtoras das enzimas de amplo
espectro de accdo podem colonizar o tracto intestinal, tracto urindrio, tracto
respiratorio e pele dos residentes (Bisson et al, 2002; Valverde et al, 2004; Paterson,
2007; Lépez-Cerero and Pascual, 2007).

Em lares de idosos, a colonizacdo por estirpes produtoras de BLEA é superior
comparativamente a individuos da comunidade, nomeadamente em individuos
sauddaveis, constituindo um nicho particular na comunidade da existéncia de estirpes e
genes de resisténcia aos oximino-B-lactdmicos (Valverde et al, 2004; Ben-Ami et al,
2006; Rodriguez-Bafiio et al, 2006).

Os principais factores que contribuem para o aparecimento de espécies bacterianas
produtoras de BLEA em lares de idosos consistem na utilizagcdo excessiva de oximino-§-
lactamicos, procedimentos médicos e técnicas invasivas, transferéncia horizontal de
genes de resisténcia bacteriana entre os residentes e transmissdo das bactérias
resistentes aos antibidticos entre os lares de idosos e meio hospitalar (Toubes et al,
2003; Paterson and Bonomo, 2005; Nicolas-Chanoine et al, 2008).

Os lares de idosos representam um importante reservatério de bactérias resistentes
aos antibidticos nomeadamente Enterobacteriaceae produtoras de BLEA. As comissdes
de controlo de infeccdo deviam implementar medidas de precaucdo de forma a limitar
a incidéncia e a disseminacdo destas espécies bacterianas nestes nichos particulares da
comunidade (Wiener et al, 1999; Bonomo, 2000; Simor, 2001; Drinka et al, 2004;
Mendelson et al, 2005; Oteo et al, 2006; Arpin et al, 2007; Nicolas-Chanoine et al,
2008).
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7.4 - Factores de Risco

Alguns factores de risco, independentes entre si, tém sido identificados como
responsaveis pela colonizacdo e/ou infeccdo por Enterobacteriaceae produtoras de
BLEA (Sturenburg et al, 2003; Pfaller et al, 2006; Denton, 2007; Pefia and Pujol, 2007).
Individuos com maior susceptibilidade de colonizacdo e/ou infec¢do por bactérias
produtoras de BLEA sdo aqueles que podem apresentar os seguintes factores de risco:
antibioterapia multipla particularmente com oximino-B-lactamicos; hospitalizacdes
recentes; periodo prolongado de hospitalizacdo sobretudo em unidades de cuidados
intensivos; quadros clinicos graves; presenca de dispositivos médicos e técnicas
invasivas (como cateteres venosos, arteriais, urindrios, de drenagem biliar e tubos
endotraqueais, nasogastricos, de gastrostomia e jejunostomia); ventilagio mecanica;
Ulceras de decubito; administracdo de nutricdo parenteral; doencas malignas e
colonizagdo intestinal (Colodner, 2005; Graffunder et al, 2005; Jacoby and Munoz-
Price, 2005; Pfaller et al, 2006; Denton, 2007; McMullan et al, 2007; Pefia et al, 2008;
Pitout and Laupland, 2008; Warren et al, 2008). Os procedimentos e técnicas médicas
invasivas contribuem para a infec¢do e/ou coloniza¢do, uma vez que criam potenciais
portas de entrada de bactérias, nomeadamente as produtoras de BLEA no organismo
Humano (Graffunder et al, 2005; Pfaller et al, 2006; Denton, 2007).

A utilizacdo excessiva de antibidticos é um dos factores de risco mais relevantes. Varios
estudos relacionam o consumo de oximino-B-lactdmicos com a aquisicdo de estirpes
produtoras de BLEA em individuos hospitalizados e em residentes de lares de idosos
(Wiener et al, 1999; Stiirenburg et al, 2003; Colodner, 2005; Graffunder et al, 2005;
Jacoby and Munoz-Price, 2005; Mird et al, 2005; Pfaller et al, 2006; Pitout and
Laupland, 2008). A utilizacdo indiscriminada destes antibidticos pode contribuir para a
seleccdo de espécies bacterianas produtoras de BLEA da flora comensal (Simor, 2001;
Graffunder et al, 2005; Pefia and Pujol, 2007). Outros estudos tém relacionado outros
grupos de antibidticos, como os carbapenemos, com um maior risco de colonizacao

por estes microrganismos (Graffunder et al, 2005; Pefia and Pujol, 2007).
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7.5 - Medidas de Controlo

As medidas de controlo para evitar o aparecimento e disseminacdo de estirpes
produtoras de BLEA assentam em quatro vertentes principais: vigilancia
microbioldgica, vigilancia clinicoepidemiolégica, racionalizacdo do consumo de
antibiéticos e medidas de controlo de infeccdo. A primeira medida, refere-se a
confirmacdo e interpretacdo do fendtipo de resisténcia bacteriana; a segunda a
vigilancia de dreas de risco como as unidades de cuidados intensivos e lares de idosos;
a terceira medida diz respeito a restricdo e/ou reducdo da prescricdo de antibidticos
do grupo oximino-B-lactamicos; a ultima refere-se a implementacdo de medidas
eficazes de controlo de infec¢do em unidades de prestacdo de cuidados de saude
(Rodriguez-Bafio et al, 2006; Peia and Pujol, 2007).

Nas instituicGes de prestacdo de cuidados de saude, hospital e lares de idosos, as
principais medidas de controlo de coloniza¢do e/ou infec¢do por bactérias produtoras
de BLEA consistem na racionalizacdo da prescricdio e consumo de antibidticos,
minimizar a sua utilizacdo, auséncia de tratamento com recurso a antibidticos por
exemplo em bacteridrias assintomdticas, minimizar a tranferéncia de doentes
colonizados e/ou infectados entre instituicGes como o hospital e lares de idosos,
higienizacdo das maos e utilizacdo das barreiras de proteccdo pelos prestadores de
cuidados de salide (Bonomo, 2000; Loeb et al, 2002; Drinka et al, 2004, Graffunder et
al, 2005; Christiaens et al, 2008).

As maos dos profissionais de salde podem estar colonizadas por bacilos de Gram
negativo produtores de BLEA, as medidas de higienizacdo, desinfeccdo e protec¢do sdo
cruciais no sentido de limitar a disseminacdo destas espécies bacterianas aquando do
contacto com diferentes pacientes durante a prestacdo de cuidados de saude
(Bonomo, 2000; Drinka et al, 2004; Donskey, 2006; Owens and Rice, 2006; Warren et
al, 2008). A higienizacdo das maos e praticas de controlo de infeccdo, em hospitais e
lares de idosos, sdo passos importantes para minimizar a disseminagao da resisténcia
bacteriana, especialmente as espécies bacterianas produtoras de BLEA (Bonomo, 2000:
Drinka et al, 2004; Harris et al, 2007). A educacdo e sensibilizacdo de prestadores de

cuidados de saude das instituicdes hospitalares e das residéncias de idosos, para a
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problematica das BLEA, é fundamental para minimizar a coloniza¢do e/ou infec¢do por
bactérias produtoras de BLEA e consequente disseminacdo entre os residentes e
outros ambientes (Bonomo, 2000; Conterno et al, 2007).

A notificacdo de individuos com infeccdo e/ou colonizados por espécies bacterianas
produtoras de BLEA é uma das medidas de controlo mais relevante, em hospital e na
comunidade como em lares de idosos, com consequente isolamento e/ou tratamento
antimicrobiano adequado (Christiaens et al, 2008; Warren et al, 2008). As infec¢des
sdo importantes indicadores de qualidade em prestacado de cuidados de saude, devido
ao facto de estarem relacionadas com a eficacia das medidas de controlo de infec¢do
em unidades de presta¢do de cuidados de saude, como o hospital e lares de idosos

(Conterno et al, 2007).

7.6 - Tratamento

A colonizagdo por espécies produtoras de enzimas de espectro alargado ndo requer
tratamento antimicrobiano, no entanto é importante estabelecer uma terapéutica
adequada no caso de infeccdo (Bisson et al, 2002; Paterson, 2007). As opcodes
terapéuticas para tratamento de infec¢Ges por bacilos de Gram negativo produtores
de BLEA, assentam nos: carbapenemos, antibiéticos com maior estabilidade a hidrdlise
pelas BLEA; cefamicinas possuem estabilidade as BLEA e antibidticos ndo B-lactamicos,
como fluoroquinolonas, aminoglicosideos, tigeciclina e polimixinas (Paterson, 2007).
Os B-lactamicos associados a inibidores sdo outra das alternativas para o tratamento
de infec¢des por BLEA produzidas por Enterobacteriaceae (Paterson, 2007; Ali Shah et
al, 2004).

Os carbapenemos, por exemplo imipenemo, ertapenemo e meropenemo assumem um
importante papel como agente antimicrobiano de eleicdo para o tratamento de
infeccOes causadas pelas BLEA, uma vez que sdo estaveis a hidrélise pelas enzimas de
espectro alargado. Contudo, podem estar associados ao aparecimento de
carbapenemases (Ali Shah et al, 2004; Paterson, 2007; Rodriguez-Bano et al, 2008). O
aparecimento de B-lactamases com capacidade de hidrolisar os carbapenemos, as

carbapenemases, como as KPC e as metalo-B-lactamases, a longo prazo compromete a

38




B-lactamases de espectro alargado em Enterobacteriaceae da flora fecal de idosos

terapéutica com carbapenemos. A descoberta de Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenemos demonstra a importancia do controlo de infeccdo que deve
rapidamente adoptar decises, de forma a prevenir a disseminacdo deste fendtipo de

resisténcia antimicrobiana (Paterson et al, 2007).

8 — Origem das BLEA: Hospital ou Comunidade?

A emergente e rapida disseminacdo de Enterobacteriaceae produtoras de BLEA nos
ultimos anos em ambiente hospitalar e na comunidade representa um problema de
salde publica em todo o Mundo (Ben-Ami et al, 2006; Paterson, 2006; Pfaller et al,
2006; Bono, 2008; Rodriguez-Bafio and Ngugro, 2008).

A origem das espécies bacterianas produtoras de BLEA é ainda ambigua: hospital ou
comunidade. As duas realidades podem existir, porém a elevada incidéncia de estirpes
produtoras de BLEA na comunidade, inclusive em individuos saudaveis sem contacto
prévio com o ambiente hospitalar, atribui a este nicho um papel importante na origem
e disseminagdo destas estirpes, particularmente ao ambiente hospitalar (Bisson et al,
2002; Rodriguez-Bafio et al, 2006; Cantdn et al, 2007; Lépez-Cerero, 2007; Rodriguez-
Bafio et al, 2008).

As primeiras referéncias da origem das BLEA mencionam o ambiente hospitalar como
principal reservatdrio de estirpes bacterianas produtoras das referidas enzimas, o
aparecimento destas espécies na comunidade era resultado da difusdo a partir do
ambiente hospitalar. Estudos recentes, refutam a hipdtese da disseminacdo das
estirpes produtoras de BLEA do meio hospitalar para a comunidade, referindo a
origem destas na comunidade e consequente entrada em ambiente hospitalar,
aquando da admissdo de individuos com infec¢do e/ou colonizados por estas estirpes
(Bisson et al, 2002; Paterson and Bonomo, 2005; Cantén et al, 2007; Lépez-Cerero and
Pascual, 2007).

Nos ultimos anos, a elevada incidéncia de estirpes produtoras de BLEA na comunidade,
particularmente como colonizadoras em individuos sem aparente contacto prévio com

o meio hospitalar surpreendeu o panorama epidemiolégico das BLEA (Bisson et al,
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2002; Ben-Ami et al, 2006; Cantdn et al, 2007; Coque et al, 2008). Este facto corrobora
a hipdtese da origem destas estipes na comunidade (Bisson et al, 2002; Ben-Ami et al,
2006; Canton et al, 2007; Lewis et al, 2007; Lopez-Cerero and Pascual, 2007). Alguns
autores reforcam a ideia da origem das estirpes produtoras de BLEA na comunidade,
particularmente nos lares de idosos (Bonomo, 2000; Ben-Ami et a/, 2006).

Os lares de idosos representam o local ideal de aparecimento das estirpes bacterianas
produtoras de BLEA. Os residentes destas instituicdes mobilizam-se frequentemente
entre o ambiente hospitalar, comunidade e lares de idosos, o que facilita a
disseminacdo destes agentes patogénicos (Arpin et al, 2003; Bonomo et al, 2003;
Mendelson et al, 2005). A figura 4 tenta demonstrar o fluxo continuo e dindmico do
aparecimento e disseminacao de Enterobacteriaceae produtoras de BLEA no hospital,

comunidade e lar de idosos.

Hospital Comunidade

- Alta
—
=hol's & !-.ei
Admissdo
Colonizag3o e/ou infecgdo dos Indivfd.uos colonizados
pacientes por estirpes produtoras por estirpes produtoras

Figura 4 - Exemplo de disseminacdo de estirpes produtoras de BLEA entre o ambiente hospitalar e
comunidade (adaptado de http://microvet.arizona.edu/Courses/MIC438/decker/AntibioticRes/AntibioticResistance.html).

Num primeiro momento, as estirpes produtoras de BLEA surgem no ambiente
hospitalar aquando da admissdo de individuos colonizados, com as referidas estirpes,
provenientes da comunidade. Durante a hospitalizacdo, os genes que conferem
resisténcia aos antibidticos oximino-B-lactdmicos, podem ser transferidos para
bactérias susceptiveis através de plasmideos conjugativos. O ndo cumprimento das
medidas de controlo de infec¢do facilita a disseminacdo das bactérias produtoras de
BLEA a outros individuos hospitalizados. Estes individuos, aguando de alta hospitalar,
podem sair colonizados promovendo a disseminacdo na comunidade a outros

individuos e unidades de prestacdo de cuidados de salde. Os residentes de lares de
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idosos sujeitos a hospitaliza¢cGes frequentes, normalmente devido a agudez e situacdes
crénicas, quando tém alta ainda colonizados com estirpes resistentes aos antibidticos,
podem funcionar como veiculos de disseminacdo na residéncia geriatrica, podendo
inclusivamente ser origem de surtos infecciosos por bactérias multiresistentes aos
antibidticos (Arpin et al, 2003; Filius et al, 2005; Paterson and Bonomo, 2005).

A colonizacdo intestinal por Enterobacteriaceae produtoras de BLEA contribui para a
entrada silenciosa destas espécies no ambiente hospitalar. O tracto intestinal é um
importante reservatério de bactérias produtoras destas enzimas bacterianas, e
permite a rapida e facil difusdo destes agentes patogénicos a outros ambientes, e
disseminacdo das BLEA a outras espécies e/ou géneros bacterianos (Bisson et al, 2002;
Stirenberg et al, 2003; Valverde et al, 2004; Sandoval et al, 2004; Paterson and
Bonomo, 2005; Mesa et al, 2006; Lopez-Cerero and Pascual, 2007). Os individuos da
comunidade colonizados por BLEA constituem reservatdrios importantes destas
espécies bacterianas e veiculos de transmissdo da comunidade para o ambiente
hospitalar (Mesa et al, 2006; Owens and Rice, 2006; Lopez-Cerero and Pascual, 2007;
Perez et al, 2007).

Salientam-se alguns estudos que evidenciam o aumento significativo da incidéncia de
Enterobacteriaceae produtoras de BLEA em individuos da comunidade. No hospital
universitario Ramoén y Cajal (Madrid), a incidéncia de bacilos de Gram negativo da
familia Enterobacteriaceae produtores de BLEA, colonizadores do tracto intestinal,
aumentou de 1% em 1991 para 6% no ano de 2003. Em Barcelona, a incidéncia de
2,1% em Fevereiro e Maio de 2001 aumentou para 3,8% em Abril e Junho de 2002 e
para 7,5% em Outubro do mesmo ano. Em Zaragoza, de 2,5% em 2002 para 7,2% em
2004 (Cantdn et al, 2007). Um outro estudo realizado no hospital Ramén y Cajal,
verificou que cerca de 4% dos individuos da comunidade, sem contacto prévio com o
ambiente hospitalar ou tratamento com antibidticos nos trés meses antecedentes ao
estudo, apresentavam colonizacdo fecal por bactérias produtoras de BLEA (Cantén et
al, 2007). Noutros paises, como lIsrael a incidéncia de colonizagdo por BLEA em
individuos da comunidade é de cerca de 11%. A incidéncia pode ser superior em
residentes de unidades geridtricas e em pessoas que convivem com pacientes extra-

hospitalares com ITU por bacilos de Gram negativo produtores de BLEA. Nos estudos
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realizados, a caracterizacdo molecular permitiu verificar a similaridade entre as BLEA
detectadas nos portadores fecais da comunidade com as BLEA detectadas no ambiente
hospitalar (Cantén et al, 2007). A incidéncia de individuos saudaveis da comunidade
portadores de BLEA demonstrou, que consequentemente pode aumentar o risco de
transmissdo directa a outros individuos sauddveis e ao meio ambiente. A reducdo da
incidéncia de individuos da comunidade colonizados com BLEA diminui
respectivamente a resisténcia bacteriana em ambiente hospitalar. A admissdao
hospitalar destes individuos constitui um importante factor de risco de infeccdo e/ou
colonizacdo dos individuos hospitalizados por agentes patogénicos produtores de
BLEA, o que ajuda a reforcar a hipdtese da origem das BLEA, na comunidade (Valverde
etal, 2004; Cantdn et al, 2007).

Nos lares de idosos, as bactérias produtoras de BLEA podem provir do meio hospitalar,
aquando da admissao dos residentes na respectiva unidade de presta¢ao de cuidados
de salde e/ou adquiridas no lar de idosos e consequente propagacdo a comunidade
e/ou ambiente hospitalar (Bonomo, 2000; Simor, 2001). As instituicdes de idosos e
outras unidades de prestacdo de cuidados de saude da comunidade tém adquirido
uma grande importancia nos ultimos tempos, devido ao aparecimento e disseminacao
de estirpes multiresistentes, particularmente produtoras de BLEA (Rodriguez-Bafio et
al, 2004).

O aumento da incidéncia de individuos portadores de bacilos de Gram negativo da
familia das Enterobacteriaceae produtores de BLEA na comunidade aumenta o risco da
transmissdo da resisténcia bacteriana a outras espécies e disseminacdo ao meio
circundante, como hospital, residéncias de idosos, aguas maritimas e pluviais (Valverde
et al, 2004; Kimmerer, 2004; Pfaller et al, 2006). O conhecimento da colonizacdo nos
individuos da comunidade por espécies bacterianas produtoras de BLEA é importante,
no sentido de limitar a disseminacdo e entrada em ambiente hospitalar (Filius et al,
2005; Pefia and Pujol, 2007; Warren et al, 2008). A deteccdo e isolamento de
individuos colonizados ou com infeccdo por estirpes produtoras de BLEA, agquando da
admissdo hospitalar, constituem as medidas mais importantes de prevencdo da
infeccdo nosocomial e para seleccdo da terapéutica antimicrobiana (Conterno et al,

2007; Ben-Ami et al, 2006; Perez et al, 2007; Warren et al, 2008).
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9 — Detecgao de espécies produtoras de BLEA

A heterogeneidade das BLEA dificulta a detecc¢do laboratorial, devido aos diferentes
graus de resisténcia que podem condicionar, variabilidade da actividade frente a
potenciais substratos, associacdo a outros mecanismos de resisténcia, dissimulando a
sua presenca (Stlirenburg et al, 2003; Jacoby and Munoz-Price, 2005; Pfaller et al,
2006; Pitout and Laupland, 2008).

A deteccdo das espécies produtoras de BLEA é dificil, uma vez que o fendtipo
caracteristico de resisténcia aos oximino-B-lactamicos pode ndo ser evidenciado de
forma clara (Pitout and Laupland, 2008). O estabelecimento incorrecto da
sensibilidade aos antibidticos B-lactdmicos, pode contribuir para a entrada silenciosa
das espécies bacterianas produtoras de BLEA no ambiente hospitalar e comunidade
(Gheldre et al, 2003; Colodner, 2005). Muitos laboratérios ndo se encontram
sensibilizados para a importancia da deteccdo de espécies produtoras de BLEA, o que
consequentemente pode levar a terapéuticas inadequadas e efeitos adversos entre os
quais faléncia terapéutica (Colodner, 2005; Paterson and Bonomo, 2005; Stirenburg et
al, 2003; Paterson, 2006; Pfaller et al, 2006).

Os métodos laboratoriais utilizados para deteccao de espécies bacterianas produtoras
de BLEA consistem em métodos de caracterizacdo do fendtipo e gendtipo. O primeiro
baseia-se na capacidade das espécies produtoras de BLEA hidrolisarem os oximino-f3-
lactdmicos e inibicdo pelo 4cido clavulanico. O segundo, através de técnicas
moleculares permite detectar e caracterizar os genes responsaveis pela resisténcia
(Sturenburg and Mack, 2003; Jacoby and Munoz-Price, 2005; Pfaller et al, 2006; Pitout
et al, 2006; Pitout and Laupland, 2008).

A deteccdo fenotipica das BLEA pelo método de difusdo em agar segundo as directrizes
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) baseia-se nas caracteristicas
especificas deste tipo de enzimas: reducdo da susceptibilidade as cefalosporinas de
amplo espectro e aztreonamo e inibicdo pelo acido clavulanico. O CLSI sugere que
espécies de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae podem ser produtoras de BLEA se
apresentarem, no método de difusdo em agar com discos, didmetros de halos de

sensibilidade de <22mm, <27mm, <27mm, <25mm e <17mm para ceftazidima,
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aztreonamo, cefotaxima, ceftriaxona e cefpodoxima respectivamente e, em Proteus
mirabilis, halos de sensibilidade de <22mm, <22 mm e <27mm respectivamente para
cefpodoxima, ceftazidima e cefotaxima. A confirmacdo da presenca de BLEA é
realizada pela observacao da acc¢do sinérgica entre o discos de amoxicilina com inibidor
classico das B-lactamases, acido clavulanico, e discos das cefalosporinas de amplo
espectro e/ou aztreonamo (Stlirenburg and Mack, 2003; Gheldre et al, 2003; Pitout et
al, 2005; CLSI, 2007; Drieux et al, 2008; Pitout and Laupland, 2008).

O método de adicdo de acido clavulanico consiste na adicdo de solucdo de acido
clavulanico a discos de oximino-B-lactdmicos. A presenca de BLEA é verificada pela
diferenca entre os didametros dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano dos
discos com e sem inibidor. Uma diferenca igual ou superior a 5mm no disco de
antibiético com inibidor é caracteristico da presenca de BLEA (CLSI, 2007; Drieux et al,
2008).

O método de Double Disc Synergy Test (DDST) consiste na aproximacdo de discos de
oximino-B-lactdmicos ao disco de amoxicilina com inibidor das B-lactamases, colocado
no centro da placa de Mieller-Hinton a uma distancia de 30mm. Em algumas situagées
a distancia entre os discos deve ser encurtada para cerca de 20mm, para aumentar a
sensibilidade na deteccdo da BLEA (CLSI, 2007; Drieux et al, 2008). Existem outros
métodos de deteccdo das BLEA como E-test e métodos automatizados (Drieux et al,
2008; Pitout and Laupland, 2008).

A deteccdo laboratorial das espécies bacterianas produtoras de BLEA com recurso a
métodos convencionais de deteccdo do fendtipo é dificil, devido ao aparecimento de
novas BLEA e de outros tipos de B-lactamases. A deteccdo do gendtipo das BLEA
revela-se essencial na identificacdo das BLEA em estudos epidemioldgicos hospitalares
e na comunidade. Para deteccdo genotipica e caracterizacdo das variantes inerentes a
familia das BLEA pode-se recorrer a métodos moleculares como Polimerase Chain
Reaction (PCR), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) e técnica de
Microarray (Pitout et al, 2007; Drieux et al, 2008; Pitout and Laupland, 2008).
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Este estudo tem por objectivo a deteccdo de bacilos de Gram negativo da familia
Enterobacteriaceae produtores de BLEA, como colonizadores do tracto intestinal de

residentes autdnomos e dependentes de lares de idosos da zona norte do Pais.
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1 - Amostras Bioldgicas

A seleccdo dos lares de idosos FFUP1, FFUP2, FFUP3, FFUP4, FFUP5 e FFUP6 foi feita
aleatoriamente na zona norte do Pais. As instituicdes de idosos foi solicitada
autorizacdo para recolha de amostras de fezes dos residentes, garantindo
confidencialidade na identificacdo dos residentes e da instituicado.

Foram colhidas amostras de fezes, entre Janeiro e Julho de 2008, a residentes

auténomos e dependentes de seis lares de idosos da zona norte do Pais.

1.1 - Colheita, Transporte e Acondicionamento das Amostras

Foi colhida uma porc¢do representativa da amostra de fezes de cerca de 1 a 2 gramas,
para recipientes de colheita apropriados, inquebrdveis e estéreis. Preferencialmente,
fragmentos de amostra contendo pus, muco ou sangue foram recolhidos para
processamento laboratorial (Murray et al, 2003).

O transporte das amostras foi realizado no prazo de 24h apds colheita, em malas
térmicas. Na impossibilidade de tal, foram armazenadas no frigorifico a temperatura

de 4°C num maximo de 24h (Murray et al, 2003).

2 — Processamento das Amostras Biologicas

As amostras de fezes foram sujeitas a caracterizacdo macroscopica atendendo a
presenca de sangue, muco e/ou pus. Uma porgdo representativa da amostra, cerca de
uma “noz”, foi inoculada em 40mL de caldo de Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid,
Hampshire, Reino Unido) e incubadas durante 24h a 37°C.

A inoculagdo em meio de cultura de MacConkey (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) e
MacConkey contendo antibidtico B-lactamico de seleccdo realizou-se a partir do

crescimento no caldo BHI ndo homogeneizado. Efectuou-se uma diluicdo de 1/10 a
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partir do sobrenadante do caldo e inoculou-se 200uL pela técnica de espalhamento em
meio de MacConkey. Os meios de MacConkey com antibidtico ceftazidima (2ug/mL),
cefotaxima (2pg/mL), aztreonamo (2pg/mL) e imipenemo (2pg/mL) foram inoculados,
em condicOes iguais as descritas, com 200uL do sobrenadante e do sedimento
respectivamente, provenientes do caldo de BHI. A inoculacdo no meio de cultura de
MacConkey, a partir da diluicdo 1/10 do sobrenadante do caldo BHI, teve por objectivo
conhecer a carga microbiana da flora colonizadora do tracto intestinal de cada
residente. A inoculagdo nos meios com antibidtico de selec¢cdo permitiu uma avaliagdo
semi-quantitativa da presenca de isolados bacterianos colonizadores do tracto
intestinal resistentes a concentracdo de antibiético usado no meio de cultura e
promover a seleccdo de estirpes resistentes aos antibidticos incorporados no meio,
representativas para estudo da resisténcia antimicrobiana aos antibidticos oximino-[3-
lactamicos. Apds o periodo de incubacdo, 24 a 48h a 37°C, procedeu-se a contagem de
unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL) em cada meio inoculado e
caracterizacdo morfoldgica das coldnias obtidas.

Os isolados, seleccionados a partir das culturas iniciais em meio de MacConkey com
antibiético, foram re-isolados no respectivo meio de selec¢cdo, com o objectivo de
confirmar o crescimento e obtencdo de culturas puras para teste de susceptibilidade
aos antimicrobianos.

No decorrer da metodologia experimental verificou-se a necessidade de adicionar aos
dois meios de cultura de MacConkey com cefotaxima (2ug/mL) e ceftazidima
(2pg/mL), utilizados na primeira abordagem experimental, meio de cultura de
MacConkey com aztreonamo (2pg/mL) e imipenemo (2pg/mL), para detecgdo de BLEA

e outros mecanismos de resisténcia.

2.1 - Preparagao das solugoes de antibidtico

As solucdes de antibidtico, de concentracbes padronizadas, foram preparadas para
adicionar ao meio de cultura de MacConkey as quantidades necessarias, de forma a
obter concentragdes de 2ug/mL de antibidtico B-lactdmico em cada meio (ceftazidima,

cefotaxima, aztreonamo, imipenemo).
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As solucdes de antibidtico preparadas foram conservadas a -20°C, durante um periodo

ndo superior a 6 meses (Isenberg, 2004).

2.2 - Estirpe Controlo

Com o intuito de verificar a capacidade selectiva dos meios de cultura de MacConkey e
MacConkey com antibidtico, ceftazidima (2ug/mL), cefotaxima (2ug/mL), aztreonamo
(2ug/mL) e imipenemo (2pug/mL), recorreu-se a estirpe controlo, Escherichia coli ATCC®
25922 (ATCC, Virginia, U.S.A.).

A estirpe controlo é sensivel aos referidos antibidticos incorporados no meio de
cultura de MacConkey e a inibicdo do seu crescimento permite garantir a capacidade

de selec¢do dos mesmos.

2.3 - Identificagao das Espécies Bacterianas

A identificacdo bacteriana foi efectuada com recurso as caracteristicas morfolégicas
das coldnias, métodos de identificacdo bioquimica convencionais e o sistema de

identificacdo em miniatura, galeria API®20E (Biomérieux, Marcy-I'Etoile, Francga).

2.4 - Conservacao das Espécies Bacterianas

As espécies bacterianas produtoras de BLEA foram conservadas em 1mL de meio de
cultura Triptic Soy Broth (TSB) (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) com criopreservante,

15% de Glicerol e, posteriormente, guardadas a -80°C.
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3 — Avaliagao da Susceptibilidade aos Agentes Antimicrobianos

3.1 - Determinac¢ao da susceptibilidade aos antibioticos pelo método
de difusao em agar

A partir de coldnias bacterianas provenientes de culturas puras e recentes em meio de
MacConkey contendo antibidtico, foram preparadas suspensdes, em soro fisioldgico
estéril, com turvacdo equivalente a unidade do padrao de 0,5 na escala de MacFarland.
A suspensdo bacteriana padronizada foi inoculada uniformemente por toda a
superficie no meio de Mieller-Hinton (Oxoid, Hampshire, Reino Unido), em trés planos
diferentes, com zaragatoa estéril. Os discos de antimicrobianos de concentracdes
definidas foram colocados, na superficie do meio inoculado, a uma distancia de 30mm
do disco de associagdo amoxicilina e acido clavulanico (30ug), colocado no centro do
meio inoculado (Isenberg, 2004; CLSI, 2007).

Ap0ds o periodo de incubacdo, 18 a 24h a 37°C, procedeu-se a leitura dos diametros dos
halos de inibicdo do crescimento bacteriano para cada antibidtico (Isenberg, 2004;
CLSI, 2007).

Neste procedimento, utilizou-se Escherichia coli ATCC® 25922, como estirpe controlo
dos didmetros de inibicdo de crescimento bacteriano previstos para estirpe sensivel,

de acordo com os critérios estabelecidos do CLSI (CLSI, 2007).

3.2 - Antibidticos utilizados

Para realizacdo do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foram seleccionados
antibidticos representativos do grupo dos B-lactdmicos e outros dos grupos ndo B-
lactamicos, nomeadamente quinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas,
fluoroquinolonas, fenicois e nitrofurantoina.

Os discos de antibidticos utilizados para os grupos B-lactdmicos foram: amoxicilina
(AMX) (10pg); amoxicilina e acido clavulanico (AMC) (30ug); cefuroxima (CXM) (30ug);
ceftazidima (CAZ) (30ug); cefotaxima (CTX) (30ug); cefepime (FEP) (30ug); aztreonamo
(ATM) (30ug); cefoxitina (FOX) (30ug) e imipenemo (IPM) (10ug). Os discos de
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antibidticos dos restantes grupos ndo B-lactamicos foram: acido nalidixico (NA) (30ug);
netilmicina (NET) (30ug); tetraciclina (TE) (30ug); ciprofloxacina (CIP) (5ug);
estreptomicina (S) (10ug); cloranfenicol (C) (30ug) e nitrofurantoina (F) (300ug) (Oxoid,

Hampshire, Reino Unido ou BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca).

4 — Detecgao de BLEA

A deteccdo de BLEA foi realizada pela observacdo da accdo sinérgica entre os discos de
oximino-B-lactamicos e o disco de associacdo de amoxicilina com inibidor das PB-
lactamases, acido clavulanico (AMC) (30pg), no teste de susceptibilidade aos
antibioéticos do grupo B-lactamico (Jarlier et al, 1988; CLSI, 2007).

O método DDST consiste na aproximacdo de cerca de 20mm, dos discos de oximino--
lactdmicos com o disco de amoxicilina com 4cido clavulanico, para detec¢do do
sinergismo caracteristico da presenca da BLEA (Jarlier et al, 1988).

O método de adicdo de acido clavulanico consiste na adicdo de 10uL de solucdo do
inibidor cldssico das B-lactamases, acido clavulanico (1000pg/mL) aos discos de
cefalosporinas de terceira geragdo, cefotaxima (30ug) e ceftazidima (30ug), de acordo
com as directivas do CLSI, e/ou aztreonamo (30ug). A presen¢a da B-lactamase é
detectada pelo aumento do halo de inibicdo no disco de antibidtico com inibidor das B-
lactamases, igual ou superior a 5mm, comparativamente ao respectivo disco de
antibiético sem inibidor (CLSI, 2007). O controlo de qualidade negativo do ensaio
consistiu na utilizacdo de um disco branco sem inibidor das B-lactamases e um disco
branco com 10uL do inibidor para verificar possivel ac¢do inibitéria intrinseca. A adicdo
de 4cido clavulanico aos discos de antibidtico e disco de controlo foi realizada 30
minutos antes da coloca¢do dos mesmos no meio de Mueller-Hinton (CLSI, 2007).

O ensaio de adicdo de acido clavulanico aos discos de oximino-B-lactamicos foi
realizado nos casos em que nao foi possivel detectar resultado positivo no ensaio de

DDST.
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5 — Detecgao de Outros Mecanismos de resisténcia: metalo-B-lactamases

A presenca de metalo-B-lactamases é detectada pelo perfil de resisténcia aos
carbapenemos, nomeadamente ao imipenemo, utilizado no screening inicial de
susceptibilidade aos antimicrobianos.

A confirmacdo da presenca de metalo-B-lactamase foi efectuada com utilizacdo dos
seguintes discos de antibidtico: imipenemo (10ug) e imipenemo com EDTA (0,5M). O
aumento do halo de inibicdo de crescimento a volta do disco de imipenemo com EDTA
(0,5M), comparativamente ao disco de imipenemo, igual ou superior a 4mm, é
sugestivo da presenca de metalo-B-lactamase.

O controlo negativo do ensaio consistiu na utilizacdo de um disco branco e um disco
com 10puL de EDTA (0,5M), de forma a garantir a fiabilidade dos resultados. A solugcdo
de EDTA (0,5M) foi adicionada aos respectivos discos num intervalo de tempo de 30

minutos anteriores a execucdo do ensaio.

6 — Caracterizagdo Bioquimica das B-lactamases

As estirpes produtoras de BLEA foram sujeitas a caracteriza¢cdo bioquimica das enzimas

por focagem isoeléctrica para determinacgao do pl.

6.1 - Preparagao do Extracto Bruto

Os isolados bacterianos seleccionados foram inoculados em 40mL de meio de TSB
(Oxoid, Hampshire, Reino Unido) e incubados over-night a 37°C. Apds o referido
periodo de incubacao, a cultura foi centrifugada a 3800 rpm, durante 10 minutos a 4°C
(SIGMA 6K15, Sigma-Aldrich, Osterode am Harz, Alemanha). O sobrenadante foi
rejeitado e adicionou-se ao “pellet” 20mL de 4dgua destilada estéril, para lavagem das
células. Apds serem submetidas novamente a um processo de centrifugacdo nas
mesmas condicdes de operacdo descritas, o sobrenadante foi rejeitado e o sedimento,

juntamente com a agua destilada que permanece na parede do tubo constitui o
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extracto bruto da amostra. O extracto bruto foi transferido para eppendorfs estéreis e

congelado a -80°C.

6.2 - Avaliagao Prévia do Extracto Bruto

De forma a avaliar o extracto bruto da amostra, foi realizado um ensaio prévio com
solucdo de cefalosporina cromogénica, Nitrocefin (500uL/mL) (Oxoid, Hampshire,
Reino Unido). O extracto bruto da amostra, 10pL, foi testado com igual quantidade da
solucdo de Nitrocefin. Na presenca de espécies produtoras de B-lactamases, o anel B-
lactamico da cefalosporina cromogénica é hidrolisado pela B-lactamase. O resultado é
visualizado pela mudancga de cor da solu¢do de amarelo para laranja/vermelho, num
periodo de tempo igual ou inferior a 10 segundos, evidéncia da actividade B-
lactamdsica do extracto.

Os extractos brutos da amostra com tempos de reaccdao superiores a 10 segundos
foram sujeitos a choque térmico. Os cinco ciclos de congelagdo-descongelacdo foram
efectuados, as temperaturas de -20°C e 37°C, de forma a proporcionar a libertacdo das
B-lactamases presentes no espaco periplasmdtico. Outra abordagem efectuada aos
extractos brutos, com tempos de reac¢do superiores a 10 segundos, consistiu na
inoculacdo em meio de TSB com antibidtico B-lactdmico de seleccdo, cefotaxima e/ou
ceftazidima.

Os extractos brutos com tempos de reacgdo igual ou inferior a 10 segundos foram

sujeitos a focagem isoeléctrica para caracterizacdo bioguimica das B-lactamases.

6.3 - Determinagdo do Ponto Isoeléctrico das 3-lactamases

A determinacdo do pl das B-lactamases por focagem isoeléctrica foi realizada no
sistema Phast System (Pharmacia, Uppsala, Suécia), através da utilizacdo de gel
comercial de poliacrilamida, contendo anfdlitos com gradiente de pH entre 3 a 9

(PhastGel IEF 3-9, Pharmacia, Uppsala, Suécia).
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Apds focagem isoeléctrica, as bandas de B-lactamases foram reveladas através da
aplicacdo directa sobre o gel de poliacrilamida de solucdo de Nitrocefin (500pg/mL). Os
padroes de extractos brutos utilizados provenientes de estirpes produtoras de PB-
lactamases com pl conhecidos foram os seguintes: TEM-1 (pl=5,4); SHV-1 (pl=7,6);
MIR-1 (pl=8,4).

7 — Transferéncia de genes de resisténcia por Conjugacao Bacteriana

7.1 - Selecgao das espécies dadoras

Com o intuito de avaliar a capacidade de transferéncia de genes codificadores de BLEA,
realizou-se a avaliacdo da capacidade de transferéncia por conjugacdo. Um conjunto
de isolados produtores de BLEA representativos foi seleccionado com resisténcia
superior a cefotaxima relativamente a ceftazidima e sensibilidade a estreptomicina.
Como espécie receptora de plasmideos conjugativos utilizou-se a Escherichia coli

HB101, ndo fermentadora da lactose, resistente a estreptomicina.

7.2 - Controlo do ensaio

O controlo dos meios de cultura contendo antibidtico consistiu no isolamento das
espécies dadoras em meio de MacConkey com cefotaxima (2ug/mL) e a espécie
receptora em meio de MacConkey com estreptomicina (500ug/mL), de forma a
verificar a presenca de crescimento e o inverso. O controlo negativo foi verificado pela
auséncia de crescimento da espécie dadora e receptora no meio de MacConkey com

estreptomicina (500ug/mL) e cefotaxima (2pg/mL).
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7.3 - Conjugac¢ao bacteriana

As espécies, dadoras e receptoras, foram inoculadas em 20mL de meio de TSB e
incubadas over night a 37°C. O encontro entre as duas espécies foi promovido em meio
de Mieller-Hinton, onde se colocou igual volume das duas (100uL) na superficie do
meio. A partir do crescimento obtido, apds o periodo de incubacdo de 24h a 37°C, fez-
se uma suspensdo densa em 1mL de soro fisioldgico estéril. Desta suspensao, retirou-
se 100uL e plaqueou-se, pela técnica de espalhamento, no meio de MacConkey com
estreptomicina (500ug/mL) e cefotaxima (2pg/mL).

O crescimento dos transconjugantes, ndo fermentadores da lactose com resisténcia a
estreptomicina (500ug/mL) e cefotaxima (2pg/mL), no referido meio de cultura

selectivo, foi verificado apds incubacdo de 24h a 37°C.

7.4 - Selecgao dos transconjugantes e confirmagao de presenc¢a da
BLEA

As coldnias ndo fermentadoras da lactose resistentes aos antibidticos de seleccao,
estreptomicina (500ug/mL) e cefotaxima (2ug/mL) incorporados no meio de
MacConkey, foram reisoladas no referido meio de selecgdo, para verificar o
crescimento e confirmar a morfologia da coldnia transconjugante.

A confirmacdo da transferéncia da BLEA por conjugacdo foi realizada através de
antibiograma para detec¢do da BLEA e determinac¢do do pl do transconjugante por
focagem isoeléctrica. Comparou-se com o antibiograma e pl da espécie dadora, de

forma a comprovar a presenca de BLEA nos transconjugantes.
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A recolha das amostras de fezes, ndo repetidas, de residentes de lares de idosos da
zona norte do Pais, foi realizada entre Janeiro e Julho de 2008.

Foram estudadas 184 amostras de fezes provenientes de residentes dos lares de
idosos, nomeadamente: lar FFUP1 - 9 amostras; FFUP2 - 21 amostras; FFUP3 - 37
amostras; FFUP4 - 25 amostras; FFUP5 - 51 amostras; FFUP6 - 41 amostras.

O estudo permitiu detectar 58 isolados de bacilos de Gram negativo produtores de
BLEA da familia Enterobacteriaceae, colonizadores do tracto intestinal de residentes
auténomos e dependentes nos seis lares de idosos. Na tabela 2 encontra-se o numero
de amostras de fezes provenientes de cada lar de idosos e respectivo nimero de

isolados produtores de BLEA, ndo repetidos, detectados no presente estudo.

Tabela 2 - Amostras de fezes provenientes dos lares de idosos e respectivo nimero de isolados
produtores de BLEA detectados

Isolados produtores de

Lar de idosos Amostras de fezes
BLEA
FFUP1 9 1
FFUP2 21 1
FFUP3 37 1
FFUP4 25 2
FFUPS 51 42
FFUP6 41 11

Embora, ndo fosse objectivo do estudo detectou-se a presenca de 15 isolados
bacterianos produtores de carbapenemases do tipo metalo-f-lactamases em amostras
provenientes de trés lares de idosos, nomeadamente quatro isolados bacterianos no
lar FFUP3, sete isolados bacterianos no lar FFUP5 e quatro isolados bacterianos no lar

FFUPG6.
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1 - Caracterizacao dos lares de Idosos

Os seis lares de idosos FFUP1, FFUP2, FFUP3, FFUP4, FFUP5 e FFUP6, foram
seleccionados aleatoriamente na zona norte do Pais. As instituicbes distinguem-se
guanto ao nimero de residentes dependentes e autdnomos e caracteristicas inerentes
a prestacdo de cuidados de saude como hospitalizacdo, procedimentos médicos e
técnicas invasivas de diagndstico e terapéutica e consumo de antibiéticos.

Os lares FFUP1, FFUP2 e FFUP3 caracterizam-se pela presenca de maior nimero de
residentes auténomos comparativamente aos residentes dependentes. As trés
instituicdes apresentam servico médico e de enfermagem (regime diurno), porém os
residentes costumam recorrer as instituicGes hospitalares, quando necessario.
Aquando da recolha de amostras no lar FFUP3, alguns residentes dependentes tiveram
hospitalizacdes recentes, assim como um dos residentes dependentes do lar FFUP1.

O lar FFUP4 apresenta maior nimero de residentes dependentes do que auténomos,
comparativamente aos lares de idosos referidos anteriormente. Nesta instituicdo, com
servico médico e de enfermagem (regime diurno e nocturno), existe uma politica
restrita do consumo de antibidticos, assim como evitam recorrer a servicos
hospitalares.

Os lares de idosos FFUP5 e FFUP6 diferenciam-se das restantes pelo elevado nimero
de residentes dependentes, os quais se encontram separados, relativamente ao
espaco fisico da instituicdo, dos residentes auténomos. Os residentes dependentes
destas instituicGes apresentam elevado grau de debilidade, procedimentos médicos e
técnicas invasivas e elevado consumo de antibidticos, particularmente o lar FFUPS.
Nestas instituicdes de salude existem equipas de enfermagem de forma a assegurar a

prestacdo de cuidados de saude aos residentes, particularmente aos mais debilitados.
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2 - Contagem de UFC/mL nos meios de cultura de MacConkey e

MacConkey selectivo com antibiético B-lactamico

Os bacilos de Gram negativo da familia Enterobacteriaceae produtores de BLEA,
apresentam resisténcia ou reducdo da susceptibilidade aos oximino-B-lactamicos,
nomeadamente cefotaxima e ceftazidima, e/ou aztreonamo. Utilizou-se para detecgdo
destas espécies produtoras de BLEA, meios de cultura de MacConkey contendo
antibiético B-lactamico de selec¢do adequado.

A inocula¢do das amostras de fezes a partir do caldo BHI em meio de MacConkey com
antibiético de seleccdo sofreu a adicdo de outros meios de seleccdo, no decorrer do
estudo. Aos meios de cultura de MacConkey com antibidtico, cefotaxima (2pg/mL) e
ceftazidima (2pg/mL) utilizados nas primeiras abordagens metodoldgicas,
nomeadamente lar FFUP1, FFUP2 e FFUP3, adicionou-se meios de MacConkey com
aztreonamo (2pg/mL) e imipenemo (2pg/mL). O objectivo consistiu em aumentar a
probabilidade de deteccdo de espécies bacterianas resistentes aos respectivos
antibiéticos B-lactamicos incorporados no meio de cultura, que ndo seja detectada nos
meios de cultura selectivos com cefotaxima e ceftazidima.

Aos meios de cultura inoculados para cada amostra, apds o periodo de incubacdo de
24 a 48h a 37°C, efectuou-se contagem do crescimento bacteriano, sendo os
resultados expressos em UFC/mL. A figura 5 ilustra um exemplo tipico do crescimento
bacteriano, amostra FFUP521 do lar FFUP5, nos meios de cultura de MacConkey com

antibiotico P-lactdmico adequado a selecg¢do de estirpes produtoras de BLEA.
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| 1l I
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Figura 5 - Aspecto macréscopico do crescimento bacteriano em meio de MacConkey com antibidtico B-
lactamico de selecgdo. | - coldnias fermentadoras da lactose em meio de MacConkey com cefotaxima
(2ug/mL) proveniente do sobrenadante do caldo BHI; Il - colénias fermentadoras da lactose em meio de
MacConkey com ceftazidima (2ug/mL) proveniente do sobrenadante do caldo BHI; Il - coldnias
fermentadoras da lactose em meio de MacConkey aztreonamo (2ug/mL) proveniente do sobrenadante
do caldo BHI; IV - coldénias fermentadoras da lactose em meio de MacConkey cefotaxima (2ug/mL)
proveniente do sedimento do caldo BHI; V - colénias fermentadoras da lactose em meio de MacConkey

ceftazidima (2ug/mL) proveniente do sedimento do caldo BHI; VI - coldnias fermentadoras da lactose
em meio de MacConkey aztreonamo (2ug/mL) proveniente do sedimento do caldo BHI.

Os resultados da contagem de UFC/mL de fermentadores da lactose em meio de
MacConkey e meio de MacConkey com antibidtico cefotaxima (2ug/mL), ceftazidima
(2pg/mL), aztreonamo (2ug/mL) e imipenemo (2ug/mL) para as amostras provenientes
dos seis lares de idosos, sdo apresentados respectivamente nas tabelas 3 a 8. A
contagem de UFC/mL de n3o fermentadores da lactose oxidase positivo e presenca de

leveduras é apresentada nas referidas tabelas.
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2.1 - Lar FFUP1

Os resultados obtidos da contagem de UFC/mL da inoculagdo das 9 amostras de fezes
provenientes de residentes do lar FFUP1 em meio de MacConkey e meio de
MacConkey selectivo com cefotaxima (2ug/mL) e ceftazidima (2pug/mL) encontram-se

na tabela 3.

Tabela 3 - Resultado da contagem de UFC/mL nas amostras do lar FFUP1

UFC/mL
Amostra mac 1/10s mac ¢/ CTX (2ug/mL) mac ¢/ CAZ (2pug/mL)
S sed S Sed

FFUP101 100 lac” 0 3lac” 0 0
FFUP102 150 lac’, Ox" 200 lac’, Ox" 280 lac’, Ox" 0 0
FFUP103 100 lac, Ox" 0 leveduras 0 0
FFUP104 70 lac” 0 0 0 0
FFUP105 80 lac’ 1lac’ 0 3lac” 1lac
FFUP106 300 lac’ 10lac’ 0 2lac’ 4lac’
FFUP107 50 lac’ 18lac’, Ox" 15lac’, Ox" 0 2lac, Ox"
FFUP108 300 lac” 0 0 0 0
FFUP109 100 lac* leveduras leveduras leveduras leveduras

Legenda: mac 1/10S - dilui¢do 1/10 do sobrenadante do caldo BHI em meio de MacConkey; mac ¢/ CTX
(2ug/mL) - meio de MacConkey com cefotaxima (2ug/mL); mac ¢/ CAZ (2ug/mL) - meio de MacConkey
com ceftazidima (2pug/mL); mac ¢/ ATM (2ug/mL) - meio de MacConkey com aztreonamo (2pug/mL); mac
¢/ IMP (2ug/mL) - meio de MacConkey com imipenemo (2ug/mL); S - sobrenadante do caldo BHI; sed -
sedimento do caldo BHI; lac’ - coldnias fermentadores da lactose; lac” - colénias ndo fermentadores da
lactose; Ox" - Oxidase positivo; 0 - auséncia de crescimento bacteriano.

2.2 - Lar FFUP2

Os resultados obtidos da contagem de UFC/mL, em meio de MacConkey e MacConkey
contendo cefotaxima (2ug/mL) e ceftazidima (2pg/mL), respectivamente para as 21
amostras de fezes provenientes dos residentes do lar FFUP2, encontram-se na tabela

4.
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Tabela 4 - Resultado da contagem de UFC/mL nas amostras do lar FFUP2

UFC/mL
Amostra mac ¢/CTX (2ug/mL mac ¢/CAZ (2pug/mL]
mac1/10S /CTX (2pg/ml) /CAZ (2pg/mL)
S sed S sed
FFUP201 300 lac, Ox" 0 20lac’, Ox" 0 0
FFUP202 300 lac” 0 0 0 0
FFUP203 300 lac' 0 0 0 0
.
FFUP204 300 lac’, OX" 300 lac’, OX 0 5lac, OX' 4 lac
leveduras
FFUP205 300 lac* 0 0 0 0
R
FFUP206 300 lac” 0 10lac, O 0 0
leveduras
A
FFUP207 300 lac® 0 10lac, Ox 0 0
leveduras
FFUP208 350 lac’ 0 0 0 0
FFUP209 300 lac-, Ox" 0 0 0 0
FFUP210 300 lac-, Ox" »300 lac’, OX" 300 lac’, Ox” 0 0
FFUP211 180 lac” e lac, Ox" 0 0 0 0
FFUP212 100 lac' 0 0 0 0
FFUP213 100 lac” 0 0 0 0
FFUP214 100 lac” 0 5 lac’, Ox" 0 0
FFUP215 100 lac' 0 0 0 0
FFUP216 100 lac 3lac, OX" 4lac, Ox" 0 0
FFUP217 300 lac,, OX" 0 0 0 0
FFUP218 300 lac” 0 0 0 0
FFUP219 100 lac 300 lac’, Ox" 0 0 0
FFUP220 300 lac® leveduras leveduras 1lac’ 3 lac”
FFUP221 149 lac” 3lac” 3lac” 0 0

Legenda: mac 1/10S - dilui¢do 1/10 do sobrenadante do caldo BHI em meio de MacConkey; mac ¢/ CTX
(2ug/mL) - meio de MacConkey com cefotaxima (2ug/mL); mac ¢/ CAZ (2ug/mL) - meio de MacConkey
com ceftazidima (2ug/mL); mac ¢/ ATM (2ug/mL) - meio de MacConkey com aztreonamo (2ug/mL); mac
¢/ IMP (2ug/mL) - meio de MacConkey com imipenemo (2ug/mL); S - sobrenadante do caldo BHI; sed -
sedimento do caldo BHI; lac’ - coldnias fermentadores da lactose; lac” - colénias ndo fermentadores da
lactose; Ox" - Oxidase positivo; O - auséncia de crescimento bacteriano.

2.3 - Lar FFUP3

A contagem de UFC/mL nos meios de cultura encontram-se discriminadas na tabela 5,
respectivamente para as amostras de fezes dos residentes do lar FFUP3. As 37
amostras foram inoculadas nos meios de MacConkey e MacConkey contendo

cefotaxima (2pug/mL) e ceftazidima (2pg/mL).
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Tabela 5 - Resultado da contagem de UFC/mL nas amostras do lar FFUP3

Amostra UFC/mL
mac1/10S mac ¢/ CTX (2ug/mL) mac ¢/ CAZ (2pg/mL)
S sed S sed

FFUP301 300 lac’ mléniazs Laai;’Iite ac* 0 1clac 0
FFUP302 300 lac” 48lac” 0 30lac” 15 lac”
FFUP303 300 lac” 0 1|2J:1urca): 4lac, Ox' 8lac, OX"
FFUP304 9lac’ 0 0 0 0
FFUP305 346 lac” leveduras leveduras 0 leveduras
FFUP306 300 lac” 0 0 19 lac® 0
FFUP307 300 lac® 0 19 lac- 10 lac” leveduras
FFUP308 300 lac* 10lac’ Iejell?ﬁ:as 20lac* Ie:eldalj;as
FFUP309 70 lac” 0 0 0 leveduras
FFUP310 300 lac” 0 30lac’ 0 3lac’
FFUP311 300 lac” 0 4lac” 0 6lac”
FFUP312 300 lac” 0 5lac’ 0 2 lac”
FFUP313 300 lac” 1lac* 12 lac” 0 137 lac”
FFUP314 315 lac” 0 0 0 0
FFUP315 300 lac” 0 0 0 0
FFUP316 300 lac” 0 0 0 0
FFUP317 200 lac” 0 2lac’ 0 0
FFUP318 300 lac” 200 lac” 300 lac” 0 0
FFUP319 40 lac’ 0 200 lac” 0 0
FFUP320 300 lac” 0 0 0 0
FFUP321 300 lac” 28 lac’ 300 lac” 0 1lac”
FFUP322 200 lac® 2 lac’ 20 lac” 0 21 lac”
FFUP323 300 lac” 1lac* 3lac” 0 0
FFUP324 300 lac” 0 0 0 0
FFUP325 200 lac” 0 200 lac’, Ox" 0 0
FFUP326 300 lac 0 56 lac’, Ox" 0 0
FFUP327 4lac’ 0 0 0 0
FFUP328 300 lac” 0 0 1lac, Ox 31lac’, Ox"
FFUP329 234 lac’, 45 lac’ 147 lac 457|§c|,a’cé)x+ 4lac’ 300 lac”
FFUP330 100 lac” 0 0 0 0
FFUP331 150 lac” 0 0 0 0
FFUP332 256 lac” 46 lac’, Ox" 30lac’, Ox" 0 20 lac”
FFUP333 200 lac” 0 0 0 0
FFUP334 8lac” 0 5lac” 0 0
FFUP335 300 lac” leveduras leveduras leveduras leveduras
FFUP336 300 lac” 1lac’ 50 lac” 0 0
FFUP337 300 lac” 0 0 leveduras 0

Legenda: mac 1/10S - dilui¢do 1/10 do sobrenadante do caldo BHI em meio de MacConkey; mac ¢/ CTX
(2ug/mL) - meio de MacConkey com cefotaxima (2ug/mL); mac ¢/ CAZ (2ug/mL) - meio de MacConkey
com ceftazidima (2pug/mL); mac ¢/ ATM (2ug/mL) - meio de MacConkey com aztreonamo (2ug/mL); mac
¢/ IMP (2ug/mL) - meio de MacConkey com imipenemo (2ug/mL); S - sobrenadante do caldo BHI; sed -
sedimento do caldo BHI; lac’ - colénias fermentadores da lactose; lac” - colénias ndo fermentadores da
lactose; Ox" - Oxidase positivo; O - auséncia de crescimento bacteriano.
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No crescimento bacteriano da amostra FFUP301 em meio de MacConkey selectivo
com cefotaxima inoculado a partir da por¢cdao do sobrenadante da amostra no caldo
BHI, verificou-se crescimento de duas coldonias fermentadoras da lactose
morfologicamente iguais e vdrias coldnias fermentadoras da lactose de tamanho
pequeno a circundar as duas coldnias fermentadoras. Este fendmeno designado de
satelitismo deve-se a degradacdo do antibidtico presente no meio de MacConkey pelas
duas coldnias fermentadoras. As coldnias de tamanho pequeno crescem junto das
duas coldnias fermentadoras, devido a reducdo da concentracdo de antibidtico de
seleccdo no meio de MacConkey, quando re-isoladas no respectivo meio com

antibiético ndo tém capacidade de crescer uma vez que sao sensiveis ao antibidtico.

2.4 - Lar FFUP4

As 25 amostras provenientes dos residentes do lar FFUP4 foram inoculadas em meio
de MacConkey e MacConkey selectivo com cefotaxima (2ug/mL), ceftazidima (2pg/mL)

e aztreonamo (2pg/mL). As UFC/mL sdo referidas na tabela 6.

Tabela 6 - Resultado da contagem de UFC/mL nas amostras do lar FFUP4

UFC/mL
Amostra mac1/105 mac ¢/ CTX (2ug/mL) mac ¢/ CAZ (2pug/mL) mac ¢/ ATM (2ug/mL)
S sed S sed S sed
FFUP401 167 lac” 24 lac” 200 lac” 42 lac’ »300 lac’ ni ni
FFUP402 255 lac” 0 Leveduras 0 Leveduras ni ni
FFUP403 289 lac’ 0 Leveduras 0 Leveduras ni ni
FFUP404 124 'acoi?“ fac 0 0 0 0 ni ni
FFUP405 200 lac” 0 0 0 0 ni ni
FFUP406 455 lac’ 3lac’ 9lac 0 0 ni ni
FFUPA407 300 lac” 300 lac’, OX" 300 lac’, Ox" 9lac’, Ox" 0 ni ni
FFUP408 137 lac’ 0 0 0 0 ni ni
FFUP409 200 lac” leveduras Leveduras 0 leveduras ni ni
FFUP410 250 lac” Leveduras 5lac” 0 4lac’ ni ni
FFUPA11 2% 'ac;:xf lac’, 69lac’, Ox" 100 lac’, Ox* 0 leveduras ni ni
FFUP412 300 lac’, OX" 300 lac’, OX" 300 lac’, OX" 28 lac, Ox 2lac’ ni i
leveduras
FFUP413 159 lac’, Ox" 31lac’, Ox" 30lac’, Ox" 0 0 ni ni
.
FFUP414 300 lac’, Ox* 300 lac’, OX* 300 lac’, Ox* 2lac, 9lac’ ni ni
leveduras
N .
FFUP415 90lac’e 55 lac, 200 lac’, OX" 50 lac’, Ox 0 leveduras ni ni

ox'
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UFC/mL
Amostra mac1/10 mac ¢/ CTX (2ug/mL) mac ¢/ CAZ (2ug/mL) mac ¢/ ATM (2ug/mL)
S sed S sed S sed

FFUPA416 300 lac” 148 lac’, Ox" 40 lac’, Ox" 0 0 ni ni

+ - + - + - + + 10 lac-

FFUP417 300 lac’ 300 lac’, Ox 300 lac’, Ox’ 5lac’, Ox 0 4lac 2 lac'
FFUP418 478 lac’ 0 0 0 0 0 0
FFUP419 139 lac’ 50lac’, Ox" 3lac, Ox" 0 0 0 0
FFUP420 80 lac” 0 0 0 0 0 0
FFUP421 168 lac” Incontével lac- Incontével lac- 0 Incontével lac- 0 0
FFUP422 237 lac” 0 0 0 0 0 0
FFUP423 300 lac” 0 0 0 0 0 0
FFUP424 300 lac” 0 0 0 0 0 0
FFUP425 340 lac’ 0 0 0 0 0 0

Legenda: mac 1/10S - dilui¢do 1/10 do sobrenadante do caldo BHI em meio de MacConkey; mac ¢/ CTX
(2ug/mL) - meio de MacConkey com cefotaxima (2ug/mL); mac ¢/ CAZ (2ug/mL) - meio de MacConkey
com ceftazidima (2pug/mL); mac ¢/ ATM (2ug/mL) - meio de MacConkey com aztreonamo (2pug/mL); mac
¢/ IMP (2ug/mL) - meio de MacConkey com imipenemo (2ug/mL); S - sobrenadante do caldo BHI; sed -
sedimento do caldo BHI; lac” - coldnias fermentadores da lactose; lac” - coldnias ndo fermentadores da
lactose; Ox" - Oxidase positivo; O - auséncia de crescimento bacteriano; ni - meio no inoculado.

2.5 - Lar FFUP5

As 51 amostras de fezes de residentes do lar FFUP5 foram inoculadas no meio de

MacConkey e nos quatro meios de MacConkey com antibidtico: cefotaxima (2ug/mL),

ceftazidima (2ug/mL), aztreonamo (2ug/mL) e imipenemo (2ug/mL). A contagem das

UFC/mL sdo mencionadas na tabela 7.

Tabela 7 - Resultado da contagem de UFC/mL nas amostras do lar FFUP5

UFC/mL
Amostra /
mac1/10S mac ¢/ CTX (2pg/mL) mac ¢/ CAZ (2pg/mL) mac ¢/ ATM (2pg/mL) mac ¢/ IPM (2pg/mL)
sed S sed S sed S sed

FFUP501 120 lac” 0 5 0 0 0 0 ni ni
FFUP502 200 lac” 200 lac® »300 lac” 1lac’ 8lac” 150 lac” 150 lac® ni ni
FFUP503 300 lac 0 30lac” 0 0 0 0 ni ni
FFUP504 »300 lac” 200 lac® Incontavel lac” 0 20 lac” 100 lac” 80 lac” ni ni
FFUP505 200 lac” 150 lac” 200 lac” 4lac’ 23 lac+ 58 lac’ 70 lac® ni ni
FFUP506 60 lac” 0 30 lac+ 0 0 0 0 ni ni
FFUP507 68 lac” 0 100 lac” 0 15 lac” 0 0 ni ni
FFUP508 300 lac” 200 lac” 200 lac” 200 lac” 200 lac” 200 lac” 159 lac’, 47 lac’ ni ni
FFUP509 51lac” 33lac” 80 lac” 30 lac” 100 lac” 40 lac” 0 ni ni
FFUP510 40 lac 100 lac” 100 lac” 100 lac” 100 lac” 100 lac” 0 ni ni
FFUP511 300 lac” 3lac” S lac” 3lac” 0 0 0 ni ni
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UFC/mL
Amostra /
mac1/10§ mac ¢/ CTX (2pg/mL) mac ¢/ CAZ (2ug/mL) mac ¢/ ATM (2pg/mL) mac ¢/ IPM (2pg/mL)
S sed S sed S sed S sed
FFUP512 200 lac” 100 lac” 100 lac” 100 lac” 100 lac” 100 lac” 100 lac® ni ni
FFUP513 40 lac® 70 lac” 70 lac” 70 lac” 70 lac” 70 lac” 70 lac” ni ni
FFUP514 300 lac” 245 lac’ 300 lac® 369 lac” 345 lac’ 300 lac’ 300 lac® ni ni
FFUP515 250 lac” 3lac” 100 lac” 0 0 0 0 ni ni
FFUP516 8lac 0 13 lac” 0 0 0 0 ni ni
FFUP517 250 lac” 55 lac” 200 lac” 80lac” »200 lac” 52lac’ 100 lac” ni ni
FFUP518 70 lac” 100 lac” 100 lac” 150 lac” 80 lac” 100 lac” 70 lac” ni ni
FFUP519 300 lac” s0lac, 0 S01ac0x, 20 0 80 lac, OX' 50lac, Ox' S0lac 0, 1 ni i
lac+ lac
FFUP520 300 lac” 200 lac® 200 lac® 33lac” 96 lac” 100 lac” 120 lac® ni ni
FFUP521 300 lac’ 167 lac” '”wlgz,a"gllac ' 47lac’, 203 lac, OX’ 9lac’ 134 lac’ ni ni
FFUP522 156 lac” 100 lac” 200 lac® 200 lac” 200 lac” 200 lac” 200 lac ni ni
FFUP523 200 lac” 0 0 0 0 0 0 ni ni
FFUP524 269 lac- 200 lac’, OX" 100 lac’, Ox” 200 lac” 100 lac” 150 lac” 100 lac” ni ni
C A <k S S N 34 lac’ . .
FFUP525 200 lac- 270 lac’, Ox 190 lac’, Ox 200 lac’, Ox 100 lac’, Ox 100 lac 571ac, Ox' ni ni
FFUP526 200 lac” 10 lac” 50 lac” 23 lac” 34 lac” 17 lac” 30lac” ni ni
FFUP527 136 lac” 300 lac® 300 lac” 300 lac” 300 lac” 200 lac” 178 lac” ni ni
FFUP528 200 lac- 3 lac- 0 0 0 0 0 ni ni
FFUP529 268 lac” 0 0 0 0 0 0 ni ni
FFUP530 300 lac 300 lac’ 200 lac® 149 lac 100 lac+ 150 lac” 200 lac ni ni
FFUP531 300 lac” 340 lac” 37lac’ 200 lac” 30 lac” 300 lac” 45lac” 300 lac” 0
FFUP532 100 lac® 300 lac’ 200 lac® 200 lac” 0 150 lac” 50 lac” 300 lac” 50 lac”
FFUP533 300 lac 200 lac® 200 lac 200 lac” 200 lac’ 200 lac’ 200 lac 0 4lac’
FFUP534 237 lac” 13 lac” 30 lac” 25 lac” 40 lac” 20 lac’ 42lac” 0 0
FFUP535 184 lac’ 2 Incontavel lac” 8lac” 0lac” 14 lac” 0 20 lac” 0
FFUP536 378 lac’ 300 lac® 300 lac” 300 lac” 300 lac’ 300 lac’ 300 lac® 0 0
FFUP537 300 lac” 300 lac” 300 lac” 120 lac” 300 lac” 200 lac” 370 lac” 150 lac- 0
. . . . 190 lac’, N N N N
FFUP538 300 lac 345 lac 300 lac 300 lac 380 lac 300 lac 10lac 3lac
leveduras
FFUP539 300 lac 240 lac’ 200 lac® 234 lac’ 200 lac’ 200 lac’ 200 lac 170 lac 0
FFUP540 300 lac 100 lac” 120 lac” 100 lac” 150 lac” 200 lac’ 100 lac® 150 lac” 0
FFUP541 300 lac” 106 lac’ 70 lac” 100 lac” 90 lac” 100 lac” 50 lac” '"CT:;?VE| 0
FFUP542 300 lac 200 lac® 206 lac” 200 lac” 200 lac’ 260 lac’ 200 lac 0 0
FFUP543 300 lac” 150 lac” 300 lac” 150 lac” 300 lac” 150 lac” 300 lac” 0 0
FFUP544 249 lac® 0 0 0 leveduras 25 lac” leveduras 0 leveduras
+ 2lac’,
FFUP545 300 lac 0 0, leveduras 0 leveduras 0 0 0
leveduras
FFUP546 189 lac” 0 0 0 0 0 0 0 1lac’
FFUP547 300 lac” 0 14 lac” 2lac” 8lac’ 1lac” 0 2lac” 0
FFUP548 113 lac” 0 1lac” 0 0 0 0 0 0
FFUP549 300 lac 70 lac” 134 lac” 1lac’ leveduras 0 0 100 lac” 0
FFUP550 143 lac” 0 0 0 0 0 0 0 0
FFUP551 300 lac” 9lac” 8lac” 12 lac” 5 lac” 4lac” 8lac 0 0

Legenda: mac 1/10S - dilui¢do 1/10 do sobrenadante do caldo BHI em meio de MacConkey; mac ¢/ CTX
(2ug/mL) - meio de MacConkey com cefotaxima (2ug/mL); mac ¢/ CAZ (2ug/mL) - meio de MacConkey
com ceftazidima (2ug/mL); mac ¢/ ATM (2ug/mL) - meio de MacConkey com aztreonamo (2ug/mL); mac
¢/ IMP (2ug/mL) - meio de MacConkey com imipenemo (2ug/mL); S - sobrenadante do caldo BHI; sed -
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sedimento do caldo BHI; lac” - coldnias fermentadores da lactose; lac” - coldnias ndo fermentadores da
lactose; Ox" - Oxidase positivo; 0 - auséncia de crescimento bacteriano; ni - meio no inoculado.

2.6 - Lar FFUP6

Na abordagem experimental das 41 amostras de fezes dos residentes do lar FFUPS6,
empregou-se o meio de MacConkey e os quatro meios de MacConkey selectivos com
antibidtico: cefotaxima (2ug/mL); ceftazidima (2ug/mL); aztreonamo (2ug/mL) e

imipenemo (2ug/mL) (tabela 8). O resultado da contagem de UFC/mL encontra-se na

tabela VIII.
Tabela 8 - Resultado da contagem de UFC/mL nas amostras do lar FFUP6
UFC/mL
Amostra mac1/10s mac ¢/ CTX (2ug/mL) mac ¢/ CAZ (2ug/mL) mac ¢/ ATM (2ug/mL) mac ¢/ IMP (2pg/mL)
S sed S sed S sed S sed

FFUPG01 269 lac" 19 lac’ 20lac’ 15 lac’ |e5e|;§;as 10lac’ Ie‘llirﬁias ni ni
FFUP602 187 lac® 22 lac” 18lac” 12 lac” Ie?/iéaucr; 19lac” 11 lac” ni ni
FFUP603 300 lac” 100 lac” 300 lac” 16 lac” 52 lac’ 9lac’ 0 ni ni
FFUP604 478 lac” 1lac* leveduras 0 0 0 leveduras ni ni
FFUP605 298 lac* 0 0 0 0 0 0 ni ni
FFUP606 300 lac” 8lac’ 40 lac’ 13 lac” 56 lac” 16lac” 58 lac” ni ni
FFUP607 330 lac” »300 lac” 300 lac” 300 lac” 300 lac” 300 lac” 300 lac” ni ni
FFUP608 300 lac® 200 lac’, Ox" 300 lac’, Ox" 0 0 0 0 ni ni
FFUP609 390 lac 278 lac- 300 lac’, Ox* 2lac 4 lac” 1lac 30 lac” ni ni
FFUP610 300 lac” 300 lac” 300 lac” 2 lac* 0 1lac 3lac” ni ni
FFUP611 306 lac+ 1lac’ 0 0 0 0 0 ni ni
FFUP612 300 lac® 60 lac” 36lac” 80 lac” 50 lac” Incontavel lac’ 40 lac” ni ni
FFUP613 300 lac® 300 lac’ 300 lac’ 300 lac® 300 lac® 300 lac” 300 lac’ ni ni
FFUP614 300 lac” 0 leveduras 0 0 0 leveduras ni ni
FFUP615 355 lac’ 0 2lac’ 0 0 0 0 ni ni
FFUP616 327 lac’ 62 lac” 56 lac” 1lac’ 0 0 0 ni ni
FFUP617 300 lac” 150 lac” 100 lac- 150 lac” 200 lac® 150 lac” 150 lac” ni ni
FFUP618 300 lac® »300 lac” 300 lac’ 300 lac® 300 lac® 300 lac® 300 lac® ni ni
FFUP619 300 lac »300 lac’ Incontavel lac” 1lac’ IncclJ:ct;;iveI 0 Incontével lac” ni ni
FFUP620 300 lac® 13 lac” 60 lac” 0 0 0 0 0 6 lac’
FFUP621 300 lac” 300 lac” »300 lac” 1lac” 4lac’ 0 0 0 2lac”
FFUP622 300 lac” 226 lac” 300 lac” 67 lac’ 189 lac” 0 0 0 0
FFUP623 300 lac® 189 lac” 300 lac’ 90 lac” 235 lac’ 0 0 0 0
FFUP624 300 lac” 300 lac” 300 lac” 300 lac” 300 lac” 300 lac” 300 lac” 0 0
FFUP625 285 lac” 0 0 0 0 0 0 0 0
FFUP626 498 lac’ 0 0 0 0 0 0 0 leveduras
FFUP627 300 lac* 11 lac- Incontavel lac” 0 0 0 0 0 0

e lac-
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UFC/mL
Amostra mac1/10s mac ¢/ CTX (2ug/mL) mac ¢/ CAZ (2ug/mL) mac ¢/ ATM (2ug/mL) mac ¢/ IMP (2ug/mL)
S sed S sed S sed S sed

FFUP628 300 lac® 10 lac” 167 lac” 3 lac’ 21lac” 0 0 0 0
FFUP629 300 lac- 1lac’ 300 lac- leveduras leveduras 1 lac- 0 0 0
FFUP630 330 lac 0 10 lac® 0 8lac 0 6lac” 0 0
FFUP631 386 lac” 200 lac® Incontavel lac* 5 lac” 18 lac” 0 2lac” 0 leveduras
FFUP632 300 lac® 200 lac® 300 lac’ 200 lac® 60 lac” 0 2lac” 0 leveduras
FFUP633 300 lac” 0 0 0 0 0 0 0 0
FFUP634 300 lac® 342 lac’ Incontavel lac* 378 lac’ 300 lac” 300 lac” 288 lac’ 0 10 lac”
FFUP635 200 lac Incontavel lac’ 70 lac” 14 lac” 59 lac” 0 63 lac” 0 100 lac®
FFUP636 335 lac” Incontavel lac” 0 0 0 0 0 0 0
FFUP637 200 lac” 0 19 lac’ 0 0 0 1lac’ 0 0
FFUP638 300 lac® 300 lac’ 300 lac’ 300 lac® 300 lac® 300 lac” 300 lac® 0 26 lac”
FFUP639 300 lac” 112 lac’ 50 lac” 44 lac’ 150 lac” 0 0 0 0
FFUP640 273 lac’ 0 0 0 0 0 0 0 0
FFUP641 250 lac” 245 lac® 300 lac’ 230 lac 300 lac® 130 lac” 0 0 0

Legenda: mac 1/10S - dilui¢do 1/10 do sobrenadante do caldo BHI em meio de MacConkey; mac ¢/ CTX
(2ug/mL) - meio de MacConkey com cefotaxima (2ug/mL); mac ¢/ CAZ (2ug/mL) - meio de MacConkey
com ceftazidima (2pug/mL); mac ¢/ ATM (2ug/mL) - meio de MacConkey com aztreonamo (2ug/mL); mac
¢/ IMP (2ug/mL) - meio de MacConkey com imipenemo (2ug/mL); S - sobrenadante do caldo BHI; sed -
sedimento do caldo BHI; lac’ - coldnias fermentadores da lactose; lac” - coldnias ndo fermentadores da
lactose; Ox" - Oxidase positivo; O - auséncia de crescimento bacteriano; ni - meio no inoculado.

3 — Determinagao da Susceptibilidade aos Agentes Antimicrobianos e

Detecg¢ao de BLEA

A seleccdo de isolados representativos para estudo da resisténcia antimicrobiana aos
antibidticos oximino-P-lactdmicos foi efectuada a partir do crescimento em meio de
MacConkey com antibidtico PB-lactdamico de seleccdo adequado. Os isolados
seleccionados foram reisoladas em meio de MacConkey contendo o respectivo
antibiético de selec¢do inicial, de forma a certificar o crescimento e obtencdo de
culturas puras para teste de susceptibilidade aos antimicrobianos.

Nos testes de susceptibilidade realizados determinou-se o didmetro do halo de
inibicdo do crescimento bacteriano, apds confirmacao dos resultados de sensibilidade
da Escherichia coli ATCC® 25922, a todos os antibidticos do grupo B-lactamico e ndo B-

lactamicos (Anexo I).
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O fendtipo caracteristico da presenca de BLEA, no teste de sensibilidade aos
antimicrobianos do grupo pB-lactdmico pelo método de difusdo em agar, foi
demonstrado pela accdo sinérgica entre o disco de associacdo de amoxicilina com
inibidor das B-lactamases, acido clavulanico, e os discos de oximino-cefalosporinas
e/ou aztreonamo. A deteccdo e confirmacdo da presenca de BLEA foi efectuada pelo
método de DDST e/ou método de adi¢cdo de acido clavulanico ao disco de oximino-B-
lactdmico segundo directrizes do CLSI e/ou aztreonamo.

A figura 6 ilustra dois exemplos de testes de sensibilidade aos antibidticos do grupo B-
lactamico realizados pelo método de difusdo em agar, representativos de isolados com

perfil caracteristico da presenca de BLEA.

Figura 6 - Exemplos de testes de susceptibilidade aos antibiodticos B-lactamicos pelo método de difusdo
em agar de produtores de BLEA isolados neste estudo. | - isolado FFUP517ctxsed1 (pl 5,4 + 7,4 + >8,0); Il
- isolado FFUP508atmsed1 (pl >8,0).

3.1 - Susceptibilidade aos antibioticos B-lactamicos e deteccao de
BLEA

A partir dos isolados seleccionados do crescimento em meio de MacConkey com
antibidtico, realizou-se teste de susceptibilidade aos antibiéticos do grupo B-lactamico,
com o objectivo de detectar estirpes produtoras de BLEA. Os resultados dos testes de
susceptibilidade aos antibidticos do grupo P-lactdmico dos isolados seleccionados

referentes a cada lar de idosos encontram-se no anexo Il a VII.
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A tabela 9 evidencia os 58 isolados bacterianos produtores de BLEA, ndo repetidos,
detectados no teste de susceptibilidade aos antibidticos do grupo B-lactdmico pelo
método de difusdo em agar, DDST e/ou método de adi¢cdo de acido clavuldnico aos
discos de oximino-cefalosporinas, especificamente cefotaxima e ceftazidima segundo
as directrizes do CLSI, e/ou aztreonamo. Na respectiva tabela menciona-se o pl
referente a estirpe produtora de BLEA, estabelecido com base nos pl’s conhecidos dos

padrées: TEM-1 (pl=5,4); SHV-1 (pl=7,6) e MIR-1 (pl=8,4).
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Tabela 9 - Fendtipo de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos dos isolados representativos produtores de BLEA dos seis lares de idosos estudados

Antibidtico de . Antibiéticos B-lactamicos (halo de inibigdo em mm) Ad’lgz.w de
Amostra Isolado Seleccio Espécie Acido pl
AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX Clavulanico¢
FFUP105 FFUP105cazS1 CAZ Citrobacter freundii 6 7 7 12 Si 7Si na 7Si 13 6 5,4 +>8,0
FFUP221 FFUP221ctxsedl CTX Proteus mirabilis 6 6 11 17 14 Si na 26 Si 28 23 7,6 +>8,0
FFUP322 FFUP322ctxS1 CTX Klebsiella oxytoca 6 10 6 28 30 na 15 30 na ATV §§40+ 74+76+
FFUP401 FFUP401ctxsed2 CTX Klebsiella pneumoniae 6 6 6 28 Sv na 7Si Sv Sv >8,0
FFUP414 FFUP414cazS1 CAZ Escherichia coli 6 6 6 10Si  8Si na 6 Si 26 6 54+56+7,0+74
+7,6+>8,0
FFUP502 FFUP502ctxS1 CTX Escherichia coli 6 15 6 14Si  20Si na 18 Si 26 15 54+7,4+>8,0
FFUP504 FFUP504atmS2 ATM Escherichia coli 6 15 6 11Si 14 na 17 Si 26 12 7,4 +>8,0
FFUP508 FFUP508atmsed1 ATM Escherichia coli 6 10 6 6 6 na 6 Si 26 20 >8,0
FFUP510 FFUP510ctxS1 TX Enterobacter aerogenes 6 10 6 65i 6 na  8si 21 20 f‘fé’é'z *74+76
FFUP511ctxsed1 CTX Escherichia coli 6 6 6 6 6 na 10 25 6 ARV >8,0

FFUP511

FFUP511cazS1 CAZ Escherichia coli 6 7 6 18 19 na 31 21 20 ATV 5,4 +7,4 +>8,0
FFUP512 FFUP512ctxS1 CTX Escherichia coli 6 12 6 6 Si 12 Si na 9 Si 28 20 5,4 +>8,0

FFUP513ctxS3 CTX Escherichia coli 6 15 6 10Si  15Si na 10 Si 32 26 5,4 +>8,0
FFUP513

FFUP513cazS2 CAZ Escherichia coli 6 11 6 6 Si 14 Si na 11Si 28 20 5,4+7,4+>8,0

Legenda: S - Sobrenadante; sed - sedimento; Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; Sv - bactéria sensivel ao antibiético mas impossivel de medir o halo

de inibicdo do crescimento bacteriano; A2 - antagonismo com AML; pl - ponto Isoeléctrico; Adigdo de Acido Clavulanico¢ - adicdo de acido clavulanico ao disco de

oximino-B-lactamico; A

CAZ/CLAV
A
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- diferencga estabelecida entre o halo de inibi¢do de crescimento bacteriano do disco de CAZ e o disco de CAZ com acido clavulanico.

- diferenca estabelecida entre o halo de inibicdo de crescimento bacteriano do disco de CTX e o disco de CTX com acido clavulanico;
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Tabela 9 - Fendtipo de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos dos isolados representativos produtores de BLEA dos seis lares de idosos estudados

(Continuacdo)

Antibiético de . Antibidticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm) Adjgﬁo de
Amostra Isolado Espécie Acido pl

Seleccdo .
AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX Clavulanico¢

FFUP517ctxsed1 CTX Escherichia coli 6 12 6 6 Si 14 Si na 6 Si 26 24 5,4+7,4+>8,0
FFUP517
FFUP517atmS1 ATM Escherichia coli 6 10 6 6 11Si na 9 Si 26 20 5,4 +>8,0
ACFX CLAV5
FFUP518ctxS1 CTX Escherichia coli 6 8 10 17 15 na 21 25 9 oz/eiavg 5,4 +>8,0
FFUP518 A
FFUP518cazS2 CAZ Proteus mirabilis 6 16 16 20 Si 7Si na 26 Si 24 26 7,4 +>8,0
FFUP520ctxS1 CTX Citrobacter freundii 6 10 6 6 Si 14 Si na 10Si 28 24 5,4 +>8,0
FFUP520
FFUP520cazS1 CAZ Escherichia coli 6 9 6 6 Si 6 na 6 Si 25 20 5,4+7,4+>8,0
FFUP521ctxS1 CTX Klebsiella pneumoniae 6 19 14 Si 19Si 6 na 14 Si 25 19 >8,0
FFUP521 FFUP521ctxS2 CTX Escherichia coli 6 8 6 6 6 na 7Si 26 20 AT 5,4 +>8,0
FFUP521atmS2 ATM Enterobacter sakazakii 6 9 15Si 20 Si 6 na 14 Si 25 6 5,4+7,6+>8,0
FFUP522 FFUP522cazS1 CAZ Escherichia coli 6 10 6 6 Si 12Si na 9Si 26 20 5,4 +>8,0
FFUP526 FFUP526cazS1 CAZ/ATM Escherichia coli 6 10 6 7 Si 12Si na 10Si 28 26 5,4 +7,4+>8,0
FFUP527ctxsed1 CTX Klebsiella pneumoniae 6 12 6 8 Si 14 Si na 12 Si 28 22 5,4 +>8,0
FFUP527
FFUP527cazS1 CAZ Escherichia coli 6 14 24 30 18 na 30 26 26 ] >8,0
FFUP530 FFUP530atmS2 ATM Escherichia coli 6 16 6 6 Si 10Si na 6 Si 35 23 5,4 +>8,0
FFUP531ctxsed2 CTX Enterobacter cloacae 6 9 6 11 6 23Si 8Si 24 7 PTG 54+7,8+>8,0
FFUP531
FFUP531impS3 IMP Escherichia coli 6 6 7 15 Si 6 Si 6 6 6 18 Si 5,4 +>8,0

Legenda: S - Sobrenadante; sed - sedimento; Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; Sv - bactéria sensivel ao antibiético mas impossivel de medir o halo

de inibigdo do crescimento bacteriano; A? - antagonismo com AML; pl - ponto Isoeléctrico; Adigdo de Acido Clavulanico+ - adicdo de acido clavulanico ao disco de

CTX/CLAV

oximino-B-lactamico; A - diferenga estabelecida entre o halo de inibigdo de crescimento bacteriano do disco de CTX e o disco de CTX com acido clavulanico;

ACAHERY diferenca estabelecida entre o halo de inibigdo de crescimento bacteriano do disco de CAZ e o disco de CAZ com acido clavulanico.
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Tabela 9 - Fendtipo de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos dos isolados representativos produtores de BLEA dos seis lares de idosos estudados

(Continuacdo)

Antibiético de . Antibidticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm) Adjgﬁo de
Amostra Isolado Espécie Acido pl

Seleccdo .
AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX Clavulanico¢

FFUP532atmsed1 ATM Enterobacter cloacae 6 8 6 7 6 24 Si 6 Si 28 6 5,4+7,4+>8,0
FFUP532
FFUP532cazS2 CAZ Enterobacter cloacae 6 8 6 16 12 Si 22Si 14 Si 19 6 5,4+7,6+>8,0
FFUP533 FFUP533ctxS1 CTX Escherichia coli 6 22 6 12 12Si 10 Si 6 Si 40 7 54+7,4+>8,0
FFUP534 FFUP534atmS1 ATM Escherichia coli 6 24 6 6 12Si 11Si 6Si 36 24 5,4 +>8,0
FFUP535 FFUP535cazS1 CAZ Enterobacter cloacae 6 7 6 8 6 26Si 6 Si 28 7 54+7,6+>80
FFUP536 FFUP536cazS1 CAZ Escherichia coli 6 7 6 6 12 Si 14 Si 9 Si 36 25 5,4+7,4+>8,0
FFUP537 FFUP537atmsed1 ATM Escherichia coli 6 9 6 8Si 14 Si 12 Si 12 Si 26 24 5,4 +>8,0
FFUP538 FFUP538atmS1 ATM Escherichia coli 6 19 6 75Si 16 Si 16 Si 15Si 32 22 5,4 +>8,0
FFUP539atmS1 ATM Escherichia coli 6 9 6 12 14 13Si 6 Si 29 6 54+7,4+>8,0
FFUP539
FFUP539ctxS1 CTX Escherichia coli 6 20 6 6 18 12 Si 6 38 6 5,4+7,4+>8,0
FFUP540 FFUP540atmS1 ATM Escherichia coli 6 24 6 6 8Si 11Si 6 Si 36 19 5,4 +>8,0
FFUP541 FFUP541cazsedl CAZ Escherichia coli 6 16 6 8Si 14 Si 11Si 7Si 26 22 5,4 +>8,0
FFUP542 FFUP542cazS1 CAZ Escherichia coli 6 26 6 6 Si 13Si 12 Si 6 12 25 5,4 +>8,0
FFUP543 FFUP543cazsedl CAZ Escherichia coli 6 10 6 8 Si 14 Si 10 Si 12 Sv 22 5,4 +>8,0
FFUP544 FFUPS44atmsS1 ATM Enterobacter sakazakii 6 1 12 28 30 32 15 30 32 ARy 54+7,6+>80

Legenda: S - Sobrenadante; sed - sedimento; Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; Sv - bactéria sensivel ao antibiético mas impossivel de medir o halo

de inibicdo do crescimento bacteriano; A2 - antagonismo com AML; pl - ponto Isoeléctrico; Adigdo de Acido Clavulanico¢ - adicdo de acido clavulanico ao disco de

.. A . CTX/CLAV
oximino-B-lactamico; A d

CAZ/CLAV

- diferenca estabelecida entre o halo de inibicdo de crescimento bacteriano do disco de CTX e o disco de CTX com acido clavulanico;

A - diferencga estabelecida entre o halo de inibi¢do de crescimento bacteriano do disco de CAZ e o disco de CAZ com acido clavulanico.
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Tabela 9 - Fendtipo de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos dos isolados representativos produtores de BLEA dos seis lares de idosos estudados

(Continuacdo)

Antibiético de Antibiéticos B-lactamicos (halo de inibicio em mm) Ad,i95° de
Amostra Isolado Selecgio Espécie Acido pl
AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX Clavulanico¢

FFUP547 FFUP547ctxsed1 CTX Escherichia coli 6 6 6 7 6 11 9 23 6 A;A;Eizs 5,4 +>8,0
FFUP551 FFUP551ctxsed1 cTX Escherichia coli 6 15 15 16Si  14Si  20Si  11Si 25 22 5,4 +>8,0
FFUP603 FFUP603ctxS2 CTX Enterobacter cloacae 6 7 6 6 6 na 6 25 6 ATV 5,4 +>8,0
FFUP607 FFUP607ctxS1 CTX/CAZ Escherichia coli 6 11 6 7si 12Si  14Si 12Si 30 26 5,4 +5>8,0
FFUP612 FFUP612atmS1 ATM Escherichia coli 6 21 16 20 Si 14 Si 24 Si 16 Si 30 26 5,4+7,4+>8,0
FFUP617 FFUP617ctxS1 CTX Escherichia coli 6 22 6 22Si  16Si  18Si  16Si 26 24 5,4 +7,4 +>8,0
FFUP618 FFUP618atmS1 ATM/CAZ Escherichia coli 6 15 6 7si 10Si  12Si  12Si 28 24 5,4+7,4+>8,0
FFUP619 FFUP619ctxsed1 CTX Escherichia coli 6 11 6 6 11Si 10 9Si 27 25 5,4 +7,4 +>8,0
FFUP624 FFUP624ctxS1 CTX Enterobacter aerogenes 6 10 6 6 Si 12 Si 10Si 6 Si Sv 6 >8,0

FFUP634 FFUP634ctxS1 cTX Escherichia coli 6 18 6 8Si  16Si  15Si  14Si 26 24 7,4 +58,0
FFUP637 FFUP637atmsed1 ATM Morganella morganii 26 6 16 18 22 Sv 32 6 18 AP 5,4 +7,6 +>8,0
FFUP638 FFUP638ctxsedl CTX Escherichia coli 6 Sv 6 7si 16Si 11Si  6Si 36 26 5,4 +58,0
FFUP641 FFUP641ctxsedl CTX Escherichia coli 6 7 6 7si 11Si 14Si 14Si 12 24 5,4 +5>8,0

Legenda: S - Sobrenadante; sed - sedimento; Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; Sv - bactéria sensivel ao antibiético mas impossivel de medir o halo

de inibigdo do crescimento bacteriano; A? - antagonismo com AML; pl - ponto Isoeléctrico; Adigdo de Acido Clavulanico+ - adicdo de acido clavulanico ao disco de

oximino-B-lactamico; A

CAZ/CLAV
A

CTX/CLAV

- diferenca estabelecida entre o halo de inibi¢do de crescimento bacteriano do disco de CAZ e o disco de CAZ com 4cido clavulanico.

- diferenca estabelecida entre o halo de inibigdo de crescimento bacteriano do disco de CTX e o disco de CTX com acido clavulanico;
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3.1.1 - Lar FFUP1

Nas 9 amostras de fezes provenientes de residentes auténomos e dependentes do lar
FFUP1 detectou-se a presengca de uma espécie bacteriana, Citrobacter freundii,
produtora de BLEA. Neste lar, verificou-se crescimento de coldnias fermentadoras da
lactose em trés amostras: FFUP101, FFUP105 e FFUP106 (tabela 3).

Do crescimento obtido nos meios de MacConkey com antibidtico seleccionou-se
coléonias fermentadoras da lactose representativas, para realizacdo do teste de
susceptibilidade aos antibidticos do grupo B-lactdmico (Anexo IlI). Do crescimento
bacteriano obtido nos meios selectivos com antibiético correspondente a amostra
FFUP105, seleccionou-se duas coldnias morfologicamente iguais, fermentadoras da
lactose do meio de MaConkey com cefotaxima e ceftazidima, da inoculacdo do
sobrenadante do caldo BHI. O teste de susceptibilidade aos antibidticos permitiu
evidenciar através da accdo sinérgica entre o disco de amoxicilina com 4cido
clavulanico (AMC) e os discos de oximino-cefalosporinas, cefotaxima e ceftazidima, e
aztreonamo a presenca de BLEA nas duas coldnias seleccionados da amostra FFUP105
(pl 5,4 e >8,0).

Associada a expressao da BLEA na espécie Citrobacter freundii encontra-se a expressao
de B-lactamase nativa do tipo AmpC (figura 7), condicionando resisténcia a amoxicilina
com 4cido clavulanico (AMC), amoxicilina (AML), cefuroxima (CXM) e cefoxitina (FOX)

(tabela 9).

Figura 7 - Teste de susceptibilidade do isolado FFUP105cazS1, Citrobacter freundii produtor de BLEA. | -
colénias fermentadoras em meio de MacConkey com cefotaxima (2ug/mL); Il - Sinergismo entre a
associa¢do amoxicilina e 4cido clavulanico com ceftazidima, cefotaxima e aztreonamo.
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3.2.2 - Lar FFUP2

Das 20 amostras inoculadas em meio de MacConkey com antibiético de seleccdo,
cefotaxima e ceftazidima, seleccionou-se estirpes bacterianas fermentadores da
lactose representativas do crescimento em cinco amostras: FFUP204; FFUP207,;
FFUP219; FFUP220 e FFUP221 (tabela 4).

A deteccdo de BLEA foi identificada na espécie Proteus mirabilis (pl 7,6 e >8,0), isolado
FFUP221ctxsedl correspondente a amostra FFUP221, proveniente da inoculacdo do
sedimento do caldo BHI em meio de MacConkey com cefotaxima (tabela 9) (Anexo ).
A presenca de BLEA foi confirmada pelo sinergismo caracteristico entre o disco de
amoxicilina com acido clavulanico (AMC) e os discos de ceftazidima e aztreonamo, no
método de DDST. A deteccdo da BLEA foi realizada pelo método de DDST, visto
apresentar no teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, oximino-cefalosporinas e
aztreonamo, didametros dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano (CTX=20mm;
CAZ=18mm; ATM=26mm; CXM=11mm) presumiveis da presenca de BLEA. Os discos de
cefotaxima, ceftazidima, cefuroxima e aztreonamo foram colocados a cerca de 20mm
de distancia do disco de amoxicilina com acido clavulanico (AMC), colocado no centro
do meio de Miieller-Hinton inoculado, de forma a detectar a presenca de sinergismo
caracteristico da presenca de BLEA. A accdo sinérgica foi visualizada entre os discos de

ceftazidima e aztreonamo com o disco de amoxicilina e acido clavulanico.

3.3.3 - Lar FFUP3

Foram estudadas 37 amostras de fezes provenientes de residentes auténomos e
dependentes do lar FFUP3. Do crescimento em meio de MacConkey selectivo com
antibiotico, cefotaxima e ceftazidima, seleccionou-se isolados fermentadores da
lactose provenientes de 11 amostras: FFUP301; FFUP302; FFUP306; FFUP307;
FFUP308; FFUP310; FFUP313; FFUP321; FFUP322; FFUP329 e FFUP336 (tabela 5).

No screening inicial aos antibidticos B-lactamicos ndo se detectou a presenca de
nenhuma espécie produtora de BLEA (Anexo V), porém os isolados FFUP301ctxSa,

FFUP310cazsedb, FFUP313ctxSa, FFUP322ctxSa e FFUP322ctxSb, foram testados com
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acido clavulanico aos discos de oximino-B-lactdmicos (anexo IX). A presenca de BLEA
foi detectada pelo referido método nos isolados FFUP322ctxSa e FFUP322ctxSb, com
igual morfologia, da amostra FFUP322, espécie Klebsiella oxytoca (pl 5,4 + 7,4 + 7,6 +
>8,0) (tabela 9).

3.1.4 - Lar FFUP4

A deteccdo de espécies produtoras de BLEA nas 25 amostras fezes de residentes
dependentes e autondmos do lar FFUP4 foi verificada em duas amostras: FFUP401 e
FFUP414 (tabela 6) (Anexo IV).

A BLEA presente na espécie Klebsiella pneumoniae correspondente ao isolado
FFUP401ctxsed2, amostra 1, inoculacdo do sedimento do caldo de BHI em meio de
MacConkey com cefotaxima foi detectada pela accdo sinérgica entre o disco de
aztreonamo e o disco de amoxicilina com 4cido clavulanico (pl>8,0). A espécie
Escherichia coli produtora de BLEA, isolado FFUP414cazS1 da amostra 14, proveniente
da inoculacdo do sobrenadante do caldo de BHI em meio de MacConkey com
ceftazidima foi verificada pela acgdo sinérgica entre o disco de amoxicilina com acido
clavulanico e os discos de oximino-cefalosporinas, cefotaxima e ceftazidima, e

aztreonamo (pl 5,4 +5,6 + 7,0+ 7,4 + 7,6 + >8,0) (tabela 9).

3.1.5 - Lar FFUP5

A seleccdo de isolados bacterianos fermentadores da lactose foi efectuada a partir do
crescimento em meio de MacConkey com os antibidticos de seleccdo: cefotaxima,
ceftazidima, aztreonamo e imipenemo, da inoculacdo das 51 amostras de fezes
provenientes dos residentes dependentes do lar FFUP5 (tabela 7).

A presenca de BLEA foi verificada em 39 isolados, ndo repetidos, de 31 amostras que
apresentavam crescimento nos meios de MacConkey com antibidtico de seleccdo:
FFUP502; FFUP504; FFUP508; FFUP510; FFUP511; FFUP512; FFUPS513; FFUP517;
FFUP518; FFUP520; FFUP521; FFUP522; FFUP526; FFUP527; FFUPS530; FFUP531;
FFUP532; FFUP533; FFUP534; FFUP535; FFUP536; FFUP537; FFUPS538; FFUP539;
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FFUP540; FFUP541; FFUP542; FFUP543; FFUP544; FFUP547 e FFUP551 (tabela 9), no
screening inicial aos antibidticos B-lactamicos. A maioria das espécies produtoras de
BLEA foram seleccionadas a partir do crescimento em meio de MacConkey com
cefotaxima da inocula¢do do sobrenadante e/ou sedimento do caldo BHI (Anexo VI). O
isolado FFUP544atmS1, amostra FFUP544, foi seleccionado do uUnico crescimento em
meio de MacConkey com antibidtico de seleccdo, aztreonamo, a partir da inoculacdo
do sobrenadante em caldo de BHI. No teste de susceptibilidade aos antimicrobianos,
verifica-se sensibilidade as oximino-cefalosporinas, cefotaxima e ceftazidima, e
resisténcia ao aztreonamo, sem presenca de sinergismo caracteristico da presenca de
BLEA.

Os bacilos de Gram negativo da familia das Enterobacteriaceae detectados como
produtores de BLEA foram a espécie Escherichia coli, maior predominio, Proteus
mirabilis, Citrobacter freundii e espécies dos géneros Klebsiella spp. e Enterobacter
spp.. Estas espécies apresentam fendtipo semelhante, com pl de 5,4 referente a TEM,
7,4 a OXA e superior a 8,0 caracteristicos da presenca de B-lactamases do tipo CTX-M.
Algumas amostras estudadas apresentam mais de duas estirpes produtoras de BLEA na
mesma amostra. A amostra FFUP520 é exemplo da presenca de duas espécies
Citrobacter freundii e Escherichia coli produtoras de BLEA e a amostra FFUP521, as
espécies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter sakazakii, igualmente
produtoras da referida enzima de espectro alargado.

Os isolados susceptiveis da presenca de BLEA foram testados com adicdo de acido
clavulanico aos discos de oximino-B-lactamicos, devido ao perfil apresentado no teste

de susceptibilidade aos antibidticos B-lactamicos (tabela 10).

3.1.6 - Lar FFUP6

As 41 amostras de fezes dos residentes dependentes do lar FFUP6 foram inoculadas no
meio de MacConkey com os quatro antibidticos de seleccdo: cefotaxima (2u/mL),
ceftazidima (2p/mL), aztreonamo (2p/mL) e imipenemo (2pu/mL) (tabela 8).

A presenca de BLEA, visualizada pela accdo sinérgica entre os discos de oximino-

cefalosporinas, cefotaxima e ceftazidima, e aztreonamo com o disco de amoxicilina
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com acido clavuldnico, foi detectada nos isolados: FFUP603ctxS2; FFUP607ctxS1;
FFUP612atmS1; FFUP617ctxS1; FFUP618atmS1; FFUP619ctxsedl; FFUP624ctxS1;
FFUP634ctxS1; FFUP637atmsed1; FFUP638ctxsedl e FFUP641ctxsedl,
correspondentes as amostras FFUP603, FFUP607, FFUP612, FFUP617, FFUP618,
FFUP619, FFUP624, FFUP634, FFUP37, FFUP638 e FFUP641 (tabela 9) (anexo VII).

Os isolados susceptiveis da presenca de BLEA n3o detectados no screening inicial aos

antibiodticos foram testados com acido clavulanico (tabela 10).

3.2 - Confirmagao da presenga de BLEA

A confirmacdo da producdo de BLEA foi realizada segundo as directivas do CLSI, pelo
método de adicdo de &acido clavulanico aos discos de oximino-cefalosporinas,
especificamente cefotaxima e ceftazidima (CLSI, 2007). Neste ensaio, testou-se, nas
mesmas condicdes, aztreonamo para isolados susceptiveis da presenca de BLEA.

O aumento do halo de inibicdo do crescimento bacteriano no disco de antibidtico com
acido clavulanico, igual ou superior a 5mm, por compara¢do com o halo de inibicdo de
crescimento bacteriano no disco com antibidtico sem inibidor, é caracteristico da
presenca de BLEA (CLSI, 2007). A inexisténcia de aumento do halo de inibicdo no disco
com inibidor das B-lactamases alude a auséncia de producdo de BLEA pela espécie
bacteriana.

Para os isolados susceptiveis da presenca de BLEA mas para os quais ndo se detectou
sinergismo, realizou-se o ensaio de adicdo de acido clavulanico ao disco de oximino-B-
lactamico e determinou-se a diferenca entre os didmetros dos halos de inibicdo do
crescimento bacteriano entre os discos do oximino-B-lactimicos e oximino-p-

lactdmicos com inibidor da B-lactamase (tabela 10).
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Tabela 10 - Resultados da confirmagdo da presenca de BLEA por adi¢do de acido clavulanico
aos discos de oximino-B-lactamicos

Antibiético B-lactamico

Amostra Isolado
CAZ CAZ/CLAV A®Y™  ¢TX  CTX/CLAV  AT¥Y  ATM  ATM/CLAV ~ A"™ewY
FFUP322ctxSa 28 29 1 24 29 5 - - -
FFUP322
FFUP322ctxSh 28 29 1 24 29 5 - - -
FFUP511ctxsedl - - - 6 12 6 - - -
FFUP511
FFUP511cazS1 - - - 18 2 6 - - -
FFUP518 FFUP518ctxS1 15 21 6 17 2 5 - - -
FFUP521 FFUP521ctxS2 - - - 6 1 6 - - -
FFUP527 FFUP527cazS1 18 23 5 - - - - - -
FFUP531 FFUP531impS3 - - - - - - 6 14 8
FFUP544 FFUP544atms1 30 32 2 - - - 18 25 7
FFUP547  FFUP547ctxsedl 6 14 8 12 17 5 - - -
FFUP551  FFUPS51ctxsedl 14 25 1 17 27 10 - - -
FFUP601 FFUP601cazS1 20 20 0 12 18 6 - - -
FFUP603ctxS2 - - - 6 13 7 11 13 3
FFUP603
FFUP603atmS1 15 19 4 10 19 9 - - -
FFUP623 FFUP623cazS1 12 15 3 17 17 0 - - -
FFUP637  FFUP637atmsedl 15 21 6 - - - - - -

Legenda: CAZ/CLAV - disco de CAZ com 10uL de acido clavulanico; AP diferenga dos didametros dos

halos de inibigdo de crescimento bacteriano em CAZ e CAZ com acido clavulanico; CTX/CLAV - disco de
CTX com 10uL de &cido clavulanico; ATV diferenga dos didmetros dos halos de inibicdo de
crescimento bacteriano em CTX e CTX com &cido clavulanico; ATM/CLAV - disco de ATM com 10uL de
acido clavulanico; ANTVEAY diferenga dos diametros dos halos de inibigdo de crescimento bacteriano
bacteriano em ATM e ATM com 4cido clavulanico.

A figura 8 apresenta um resultado positivo, presenca de BLEA no isolado
FFUP544Satm1, amostra 44 do lar FFUP5, espécie Enterobacter sakazakii, proveniente
do crescimento em meio de MacConkey com aztreonamo, por¢do do sobrenadante do

caldo BHI.

Figura 8 - Confirmagcdo da BLEA pela adi¢do de acido clavulanico. | - Meio de cultura MacConkey
selectivo com aztreonamo (2ug/mL); Il - Teste de susceptibilidade aos antibidticos B-lactdmicos com
resisténcia ao aztreonamo e sensiblidade a cefotaxima, ceftazidima e cefepime; Il - Confirmagdo da
presenca de BLEA com adigdo de acido clavulanico ao disco de aztreonamo.
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O ensaio de adicdo de acido clavulanico ao disco de aztreonamo, uma vez que
apresenta sensibilidade a cefotaxima e ceftazidima, permitiu verificar alargamento do
didmetro do halo de inibicdo no disco de aztreonamo com 4cido clavuladnico. A
diferenca de 7mm estabelecida por comparacdo entre o didmetro do halo de inibicdo
de crescimento bacteriano no disco correspondente ao aztreonamo com acido

clavulanico e o disco de aztreonamo sem inibidor evidencia a presenca da BLEA.

3.2 - Ponto Isoeléctrico dos isolados produtores de BLEA

Os pl’s das BLEA foram determinados por comparacdo com os pl’s dos padrdes,
caracteristicos de B-lactamases do tipo TEM (5,4), SHV (7,6) e MIR-1 (8,4). Na presenca
de pl’s das B-lactamases das amostras ndo correspondentes aos pl’s dos padrdes,
estabeleceu-se um pl por aproximacao.

A analise dos pl’s dos isolados produtores de BLEA detectados no estudo evidencia a
presenca de diferentes tipos de B-lactamases. A tabela 11 apresenta os isolados
produtores de BLEA detectados no estudo associados ao perfil do pl e espécie da

familia das Enterobacteriaceae.

Tabela 11 - Perfil dos pl’s dos isolados produtores de BLEA detectados no estudo

o 8 =
8 M £ = =
< = 8 S <
S =& 3 s 8 § 5
- £ § 5§ & 8 § ¥ 3§
s 3 s o 3 S 54 a E
pl S < < s S 5 5 5
3 s S 5§ § § % % 2
< 3 3 s £ 3 8 3 3
8 3 3 3 v < B £ <
s 2 2 S 3 3 ) [ s
v “ “w Q o ~ o o>
< < < ° b3 S [} S IS
3 ] ] £ I3 < £ £ S
I 4 4 (5} I I i I S
5,4+7,4+>8,0 17 1
5,4+>8,0 17 1 2 1
7,4+>8,0 2 1
>8,0 3 2 1
7,6+>8,0 1
5,4+7,4+7,6+>8,0 1
5,4+5,6+7,0+7,4+7,6+>8,0 1
5,6+7,2+7,4+7,6+>8,0 1
5,4+7,6+>8,0 2 2 1
5,4+7,8+>8,0 1
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A figura 9 apresenta pl’s caracteristicos de isolados produtores de BLEA do lar FFUPS5,
espécie Escherichia coli, respectivamente isolado FFUP540atmS1, FFUP542cazS1,
FFUP534atmS1, FFUP537atmsedl, FFUP538atmS1, FFUP541cazsedl e FFUP531impS3.

1 1 2 3 U Figura 9 - Exemplo de focagem isoeléctrica de isolados produtores de BLEA
Vi . s | do lar FFUP5. 1 - padrdo com B-lactamases do tipo TEM (5,4), SHV (7,6) e
E i MIR-1 (8,4); 2 - isolado FFUP540atmS1; 3 - isolado FFUP542cazS1; 4 -
L isolado FFUP534atmS1; 5 - isolado FFUP537atmsedl; 6 - isolado
FFUP538atmS1; 7 - isolado FFUP541cazsedl; 8 - isolado FFUP531impS3.

Verifica-se um comportamento semelhante com pl’s de 5,4 e >8,0 caracteristicos de B-
lactamases do tipo TEM e provavelmente do tipo CTX-M, de acordo com o fendtipo de

resisténcia.

4 — Resisténcia aos antibidticos nao B-lactamicos

O teste de sensibilidade aos antibiéticos ndo B-lactdmicos pelo método de difusdo em
agar foi realizado para isolados bacterianos produtores de BLEA representativos dos

seis lares de idosos, em relagdo aos quais foram obtidos transconjugantes (tabela 12).

Tabela 12 - Resultados da susceptibilidade dos isolados produtores de BLEA aos antibidticos
ndo B-lactamicos

Antibiético ndo B-lactamico (halo de inibigdo em mm)

Lar de idosos Isolado
CIP S NA NET TE C F
FFUP4 FFUP414cazS1 26 13 20 26 24 28 28
FFUP513ctxS3 14 13 20 22 17 20 18
FFUP513cazS2 24 13 22 22 18 20 18
FFUP517ctxsedl 6 10 6 8 6 21 na
FFUP5 FFUP518ctxS1 22 13 20 17 11 22 na
FFUP520ctxS1 26 13 21 6 20 6 18
FFUP530atmS2 6 11 7 11 6 20 19
FFUP534atmS1 6 14 8 10 7 25 20
FFUP6 FFUP634ctxS1 30 13 20 22 14 20 18
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5 — Transferéncia de genes de resisténcia a antibidticos B-lactamicos

Para verificar a transferéncia de genes que conferem resisténcia aos oximino-B-
lactamicos, seleccionou-se um conjunto de isolados bacterianos representativos dos
seis lares de idosos, com perfil de resisténcia a cefotaxima superior a ceftazidima e
sensibilidade a estreptomicina. A espécie receptora, Escherichia coli HB101, nao
fermentadora da lactose, apresenta resisténcia a estreptomicina.

O perfil de susceptibilidade a estreptomicina foi analisado, por comparacdo com o
didmetro do halo de sensiblidade ao referido antibidtico pelo CLSI (intermédio: 12-
14mm; susceptivel 215mm) no sentido de seleccionar-se estirpes dadoras.
Seleccionaram-se as estirpes com o perfil de resisténcia pretendido e verificou-se
capacidade de transferéncia dos genes da BLEA por conjugacdo bacteriana, com

obtencdo de coldnias de transconjugantes com capacidade de crescer em meio de

MacConkey com cefotaxima (2ug/mL) e estreptomicina (500ug/mL) (tabela 13).

Tabela 13 - Transferéncia da BLEA e contagem de UFC de transconjugantes no ensaio de
conjugagao

Transconjugantes
Lar de idosos Isolados dadores Transferéncia da BLEA
UFC

FFUP1 FFUP105cazS1 nio 0
FFUP4 FFUP414cazS1 sim 9
FFUP513ctxS3 sim 5

FFUP517ctxsed1 sim 3

FFUP518cazS2 ndo 0

FFUP527ctxsed1 nao 0

FFUP540atmS1 nao 0

FFUP520ctxS1 sim 2

FFUPS FFUP522atmS1 nao 0
FFUP518ctxS1 sim 45

FFUP521ctxsl ndo 0

FFUP530atms2 sim 86

FFUP521atmS2 ndo 0

FFUP521cazS1 nao 0

FFUP513cazS2 sim 13

FFUP534atmS1 sim 5

FFUP607ctxS1 nao 0

FFUPG FFUP634ctxS1 sim 2
FFUP638ctxsedl nao 0

FFUP624ctxS1 nao 0

84




B-lactamases de espectro alargado em Enterobacteriaceae da flora fecal de idosos

Os resultados dos didmetros dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano para os
antibiéticos B-lactamicos e perfil de resisténcia aos antibiéticos ndo B-lactdmicos das

estirpes dadoras e respectivos transconjugantes encontram-se na tabela 14.
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Tabela 14 - Resultados do teste de susceptibilidade aos antibidticos B-lactamicos e ndo B-lactamicos de isolados representativos do estudo e
transconjugantes

Estirpes dadoras e respectivos Antibiéticos B-lactdmicos (halo de inibicio em mm) Adigdo de Acido Resisténcia aos
transconjugantes AMC AML CTX CAZ ATM IMP FOX CXM  FEP Clavulénicos antlrIOt:co-s nop- P!
actamicos
FFUP414cazS1 Escherichia coli 6 6 10Si 8Si 6Si 26 6 6 na 54+56+70+7,4+7,6+>8,0
Tejl 7 6 12 9 7 25 6 6 14 ATV s 5,4 +>8,0
FFUP513ctxS3 Escherichia coli 15 6 10Si  15Si 10Si 32 26 6 na cip 5,4 +>8,0
Tej1 20 6 18Si 8 8 Sv 30 6 13 Si S, CIp 5,4 +>8,0
Tcj 2 Sv 6 Sv 14Si Sv Sv Sv Sv Sv S, CIP 5,4 +>8,0
FFUP513cazS2 Escherichia coli 11 6 6Si 14 Si 11Si 28 20 6 na 54+74+>8,0
Tcj1 Sv 8 Sv 12 Si Sv Sv Sv Sv Sv S 54+7,4+>8,0
FFUP517ctxsed1 Escherichia coli 12 6 6Si 14 Si 6 Si 26 24 6 na TE, NET, NA, CIP 54+7,4+>8,0
Tcj2 18 6 Sv 14 Si 32 Sv Sv 6 Sv S 7,4 +>8,0
FFUP518ctxS1 Escherichia coli 8 6 17 15 21 25 9 10 na TE 5,4 +>8,0
Tej1 7 7 18 15 2 25 9 10 13 ATV s, TE 5,4+>8,0
FFUP520ctxS1 Citrobacter freundii 10 6 6Si 14Si 10Si 28 24 6 na NET 5,4+ >8,0
Tejl Sv 6 Sv 16 Si Sv Sv Sv Sv Sv S >8,0
Tej2 Sv 6 Sv 12 Si 26 Sv Sv 20 Sv S >8,0
FFUP530atmS2 Escherichia coli 16 6 6Si 10Si 6 Si 35 23 6 na TE, NET, NA, CIP 5,4+>8,0
Tcjl 14 6 8Si 12 Si 7Si 32 20 7 23 S, NET 5,4 +>8,0
FFUP534atmS1 Escherichia coli 24 6 6 12 Si 6 Si 36 24 6 11Si TE, NET, NA, CIP 5,4 +>8,0
Tej1 22 6 7 12 7 34 25 7 12 pHnvg s 5,4 +>8,0
FFUP634ctxS1 Escherichia coli 18 6 8Si 16 Si 14Si 26 24 6 15Si TE 7,4+>8,0
Tejl 17 6 9Si 17 Si 16 Si 24 24 7 18 Si S >8,0

Legenda: Tcj - Transconjugante; Si - Sinergismo com o disco de amoxicilina com acido clavulénico (AMC); Sv - bactéria sensivel ao antibidtico mas impossivel de medir o
halo de inibicdo de crescimento bacteriano; na - ndo avaliado; pl - ponto Isoeléctrico; Adi¢do de Acido Clavulanico* - adigdo de acido clavulanico ao disco de oximino-pB-
lactamico; ATV diferenga estabelecida entre o halo de inibigdo de crescimento bacteriano em CTX e CTX com acido clavulanico; APHAAY diferenga estabelecida
entre o halo de inibigdo de crescimento bacteriano em CAZ e CAZ com &cido clavulanico.
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6 — Outros mecanismos de Resisténcia: metalo-B-lactamases

A deteccdo de estirpes com reducdo da susceptibilidade aos carbapenemos,
nomeadamente ao imipenemo, foi efectuada aquando da realizacdo do teste de
susceptibilidade aos antibiéticos B-lactdmicos.

Detectou-se a presenca de 18 isolados produtores de metalo-B-lactamases em trés
lares de idosos, nomeadamente lar FFUP3, lar FFUP5 e lar FFUP6. No lar FFUP3
verificou-se nos isolados: FFUP301ctxS1, FFUP302cazsed3, FFUP308ctxS1 e
FFUP310cazsed2 respectivamente das amostras FFUP301, FFUP302, FFUP308 e
FFUP310. No lar FFUP5 verificou-se nos isolados: FFUP525ctxS1; FFUP531impS3;
FFUP532impS1; FFUP533impsedl; FFUP535cazS2; FFUP542cazS1 e FFUP547impS1,
respectivamente das amostras de FFUP525, FFUP531, FFUP532, FFUP533, FFUP535,
FFUP542 e FFUP547. No lar FFUP6 constatou-se nos isolados FFUP602atmS1,
FFUP613atmS1, FFUP620impsedl e FFUP635impS1l, das respectivas amostras
FFUP602, FFUP613, FFUP620 e FFUP635.

Estes isolados bacterianos, detectados com perfil de reducdo da susceptibilidade igual
ou inferior ao intervalo estabelecido pelo CLSI (halo de inibicdo de crescimento
bacteriano 14-15mm), foram testados com 10uL de EDTA (0,5M) para comprovar a
presenca das carbapenemases do tipo das metalo-B-lactamases. Pela analise
comparativa dos halos de inibicdo, verificou-se em todos os isolados um alargamento
superior a 4mm, entre o disco de imipenemo e disco de imipenemo com EDTA (0,5M),
indicativo da presenca de metalo-B-lactamase (Anexo VIII).

A espécie correspondente ao isolado FFUP620impsedl proveniente do lar FFUP6 é
produtora de metalo-B-lactamase caracteristicamente inibida pelo EDTA. A figura 10-I
ilustra os resultados obtidos no teste de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos,
com énfase a resisténcia ao imipenemo (halo de inibicdo de 10mm). A confirmacao da
presenca da metalo-B-lactamase (figura 10-ll), realizada pelo método descrito
anteriormente, mostra a diferenca dos diametros dos halos de inibicdo entre o disco

de imipenemo e imipenemo com EDTA (0,5M).
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Figura 10 - Deteccdo de metalo-B-lactamase. | - Redugdo do halo de inibicdo do imipenemo no teste de
susceptibilidade aos antibdticos B-lactamicos; Il - Detecgdo de metalo-B-lactamase inibida pelo EDTA
(0,5M). IPM/EDTA - disco de imipenemo com 10uL de EDTA (0,5M); B - disco branco sem antibidtico e
EDTA; B/EDTA - disco branco com EDTA(0,5M).

As estirpes produtoras de metalo-B-lactamase foram conservadas em meio de TSB

com 15% de glicerol, e guardadas a -80°C, para futuro estudo.
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A resisténcia aos antibidticos é um importante problema de salde publica a escala
Mundial. A utilizacdo prolongada e indiscriminada de antibidticos, com énfase os
antibidticos B-lactamicos, para tratamento de infec¢Ges bacterianas, contribuiu para o
aparecimento e disseminacdo de mecanismos de resisténcia como estratégia
intrinseca de sobrevivéncia das bactérias (Pefia et al, 2008). Actualmente, a resisténcia
aos antibidticos B-lactdmicos em unidades de prestacdo de cuidados de saude é um
problema emergente em todo o Mundo, para o qual os prestadores de cuidados de
saude tém de estar sensibilizados (Bonomo, 2000; Warren et al, 2008).

As unidades de prestacdo de cuidados de saude podem constituir importantes
reservatérios de bactérias resistentes aos antibidticos B-lactamicos, particularmente
Enterobacteriaceae produtoras de BLEA (Paterson and Bonomo, 2005; Rodriguez-Bafo
and Ngugro, 2008). Actualmente, na comunidade verifica-se um aumento da incidéncia
de colonizagdo fecal em individuos sauddveis e em nichos especificos de unidades de
prestacdo de cuidados de saude como os lares de idosos (Bonomo, 2000; Bem-Ami et
al, 2006). A presenca de Enterobacteriaceae produtoras de BLEA colonizadoras do
tracto intestinal em residentes de lares de idosos é uma realidade descrita
internacionalmente, mas pouco estudada no nosso Pais.

O estudo das 184 amostras de fezes provenientes de seis lares de idosos da zona norte
do Pais, seleccionados aleatoriamente, lar FFUP1, FFUP2, FFUP3, FFUP4, FFUPS5 e
FFUP6, permitiu a deteccdo de 58 isolados de bacilos de Gram negativo da familia
Enterobacteriaceae produtores de BLEA, colonizadores do tracto intestinal de
residentes autdnomos e dependentes.

O estado clinico, idade, procedimentos médicos e técnicas invasivas de diagndstico e
terapéutica, tratamento antimicrobiano especificamente com antibidticos B-
lactamicos, permanéncia em unidades de prestacdo de cuidados de saude como
hospitais e residéncias de idosos, e inadequadas medidas de controlo de infecgdo sdo
factores importantes relacionados com o aparecimento e disseminacdo de estirpes
produtoras de BLEA (Wiener et al, 1999; Pitout and Laupland, 2008; Warren et al,
2008).

No lar FFUP1 detectou-se uma espécie produtora de BLEA nas 9 amostras de fezes

estudadas, Citrobacter freundii, num residente com hospitalizacdo recente, cerca de
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trés semanas antecedentes a recolha da amostra. Nas 21 amostras estudadas do lar
FFUP2, detectou-se uma espécie produtora de BLEA, Proteus mirabilis, num residente
dependente. Nas 37 amostras estudadas do lar de idosos FFUP3 detectou-se uma
Klebsiella oxytoca produtora de BLEA. No lar FFUP4, duas espécies produtoras de BLEA,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, nas 25 amostras estudadas. A maior
incidéncia de bacilos de Gram negativo produtores de BLEA verificou-se no lar FFUPS5,
seguida do lar FFUP6. Nas 51 amostras de fezes estudadas do lar FFUP5 detectaram-se
42 estirpes produtoras de BLEA em vdrias espécies de bacilos de Gram negativo da
familia Enterobacteriaceae, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter
freundi, Proteus mirabilis e espécies do género Enterobacter spp. No lar FFUP6
detectou-se a presenca de 11 estirpes produtoras de BLEA, em Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii e no género Enterobacter spp nas 41
amostras de fezes estudadas.

A incidéncia de Enterobacteriaceae produtoras de BLEA detectadas em cada lar de
idosos, parece depender de caracteristicas dos residentes em termos de dependéncia
funcional, histéria de internamento em unidades hospitalares (inferior a um ano antes
da colheita da amostra fecal), bem como do tratamento antimicrobiano a que estdo
sujeitos. A recolha de amostras de fezes provenientes dos residentes de lares de idosos
foi evoluindo no sentido de recolha das amostras dos residentes com maior grau de
dependéncia. Nos primeiros lares de idosos FFUP1, FFUP2 e FFUP3 com poucos
residentes dependentes, recolheu-se também amostras de residentes auténomos,
particularmente com hospitalizacbes inferiores a um ano. Os residentes, dependentes
e auténomos, do lar FFUP4 na altura da colheita das amostras, ndo se encontravam
com tratamento antimicrobiano, este lar opta por uma politica de racionalizacdo do
consumo de antibiéticos, bem como, nenhum dos residentes tinha episddio recente de
hospitalizacdo (inferior a um ano). As amostras de fezes provenientes dos lares FFUP5
e FFUP6, contrariamente aos lares de idosos anteriores, sdo unicamente de residentes
dependentes, com terapéutica antimicrobiana e procedimentos médicos e técnicas
invasivas na altura da colheita das amostras de fezes. O aparecimento de
Enterobacteriaceae produtoras de BLEA em lares de idosos encontra-se relacionado

com caracteristicas da instituicdo e dos residentes, tal como refere a literatura (Wiener
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et al, 1999; Paterson and Bonomo, 2005; Nicolas-Chanoine et al, 2008). A incidéncia de
Enterobacteriaceae produtoras de BLEA no lar FFUP5 vai de encontro a esta afirmacéo,
a colheita de fezes nesta instituicdo de idosos foi realizada apenas a residentes
dependentes que na altura da colheita se encontravam debilitados, com terapéutica
antimicrobiana e alguns dos residentes submetidos a procedimentos médicos e
técnicas invasivas. Os residentes do lar FFUP6 apresentam caracteristicas similares aos
residentes do lar FFUP5, na altura da colheita das amostras de fezes.

Na abordagem metodolégica para detec¢do de estirpes produtoras de BLEA recorreu-
se a utilizacdo de meio de MacConkey com antibiético (cefotaxima, ceftazidima,
aztreonamo e imipenemo). A inoculacdo das amostras em meio de MacConkey com
antibiético de selec¢do adequado, a partir da inoculagdo em caldo BHI, permitiu
detectar presumiveis isolados bacterianos produtores de BLEA. No decorrer do estudo,
sentiu-se a necessidade de ajustar a metodologia com o objectivo de aumentar a
sensibilidade na deteccdo de estirpes produtoras de BLEA, com a introducdo do meio
de MacConkey com aztreonamo (2ug/mL) e adicionalmente, meio de MacConkey com
imipenemo (2ug/mL), para deteccdo de BLEA e/ou outros mecanismos de resisténcia.
Na analise do crescimento bacteriano nos meios de MaConkey com antibiético de
seleccdo, verifica-se um predominio acentuado do crescimento bacteriano no meio de
MacConkey com cefotaxima (2ug/mL), referente a inoculacdo do sobrenadante e/ou
sedimento do crescimento em caldo de BHI. Salienta-se, por exemplo, o crescimento
em meio de MacConkey com aztreonamo (2pg/ml) realizado da sementeira da
amostra 17 do lar FFUP4. Nesta amostra, obteve-se crescimento de coldnias
fermentadores da lactose no meio de MacConkey com o respectivo antibiético, a partir
da porcdo do sobrenadante e sedimento do caldo BHI. O crescimento de
fermentadores da lactose ndao se verificou nos outros meios com antibidtico de
seleccdo, cefotaxima e ceftazidima, que apresentam crescimento de ndo
fermentadores da lactose oxidase positivo. A amostra 44 referente ao lar FFUP5 é
outro exemplo da selec¢do de fermentadores da lactose em meio de MacConkey com
aztreonamo (2upg/mL), crescimento de 25 UFC/mL, na porg¢do correspondente ao
sobrenadante. O teste de susceptibilidade aos antibidticos B-lactamicos realizado de

um isolado representativo do crescimento no meio mencionado evidencia

92




B-lactamases de espectro alargado em Enterobacteriaceae da flora fecal de idosos

sensibilidade a cefotaxima (didmetro do halo de inibicdo de crescimento bacteriano de
28mm) e ceftazidima (didmetro do halo de inibicdo de crescimento bacteriano de
30mm), e resisténcia ao aztreonamo (didmetro do halo de inibicdo do crescimento
bacteriano de 15mm). A adi¢do de acido clavulanico ao disco de aztreonamo permitiu
verificar a presenca da BLEA, pelo alargamento do halo de inibicdo do crescimento
bacteriano no disco de aztreonamo com inibidor das B-lactamases, acido clavulanico.
Apesar de, ndo ter sido empregue desde a fase inicial da metodologia experimental
torna-se relevante o uso de aztreonamo neste tipo de abordagem, uma vez que
permitiu a seleccdo de estirpes produtoras de BLEA, ndo detectadas nos meios
selectivos com cefotaxima e ceftazidima, e verificar o crescimento de estirpes
resistentes neste antibidtico morfologicamente semelhantes as que cresceram nos
meios selectivos com oximino-cefalosporinas.

Através do fendtipo caracteristico no teste de susceptibilidade aos antibidticos B-
lactdmicos pelo método de difusdo em agar, método de DDST e adicdo de 4acido
clavulanico aos discos de oximino-B-lactdmicos, segundo as directrizes do CLSI,
detectaram-se estirpes produtoras de BLEA. No decorrer do estudo introduziu-se
cefepime, cefalosporina de quarta geracdo, no teste de susceptibilidade aos
antibidticos B-lactamicos com o objectivo de verificar a presenca de BLEA e/ou B-
lactamase nativa do tipo AmpC em espécies de Enterobacter spp..

A Escherichia coli representa a principal espécie da familia Enterobacteriaceae
produtora de BLEA, detectada nas nossas amostras. No presente estudo, detectou-se a
referida espécie produtora de BLEA em amostras dos lares FFUP4, FFUP5 e FFUPS6.
Outros bacilos de Gram negativo da familia Enterobacteriaceae sdo igualmente
produtores destas enzimas bacterianas, com menor incidéncia, como as espécies
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis,
Morganella morganii e espécies do género Enterobacter spp.

No presente estudo as espécies do género Enterobacter spp. produtoras de BLEA de
isolados do lar FFUP5 e FFUPS, realizou-se o teste de susceptibilidade aos antibiéticos
B-lactamicos em meio de Mieller-Hinton e Miueller-Hinton com cloxacilina, inibidor
das B-lactamases do tipo AmpC, para confirmar a presenca de BLEA. Nestas espécies,

podem estar presente B-lactamase nativa cromossdémica AmpC, que inactivam as
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cefalosporinas de amplo espectro de accdo e ndo sdo inibidas pelo inibidor das B-
lactamases, acido clavulanico, que podem dissimular a presenca de BLEA, dificultando
a interpretacdo do antibiograma.

As Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases detectadas nos diferentes lares de
idosos exibem perfis de resisténcia diferentes: resisténcia superior a cefotaxima
comparativamente a ceftazidima, perfil de resisténcia superior a ceftazidima
comparativamente a cefotaxima; resisténcia a cefoxitina e resisténcia ao imipenemo.
As espécies produtoras de BLEA detectadas nas amostras do lar FFUP5 apresentam
perfis de resisténcias muito semelhantes, com maior predominio do perfil de
resisténcia superior a cefotaxima comparativamente a ceftazidima. Os pl’s das estirpes
produtoras de BLEA sugerem a presenca de B-lactamases do tipo TEM e CTX-M. As B-
lactamases do tipo CTX-M, de rapida disseminacdo em todo o Mundo, com maior
prevaléncia em ambiente hospitalar e na comunidade, conferem resisténcia aos
oximino-B-lactdmicos em Enterobacteriaceae (Cantén et al, 2007; Livermore et al,
2007; Coque et al, 2008).

Os resultados do presente estudo parecem indiciar a presenca de B-lactamases do tipo
CTX-M, uma vez que se verificou um predominio de crescimento bacteriano em meio
de MacConkey com cefotaxima, as estirpes bacterianas produtoras de BLEA
apresentam na sua maioria resisténcia superior a cefotaxima no teste de
susceptibilidade aos antibidticos B-lactamicos, bem como pl’s caracteristicos de BLEA
desta familia, superior a 8,0. No lar FFUP5, verifica-se maior incidéncia de Escherichia
coli produtora de BLEA nos isolados estudados, com pl presumiveis da presenca de B-
lactamase do tipo TEM (pl 5,4) e CTX-M (pl >8,0). Esta realidade encontra-se de acordo
com outras realidade estudadas, internacionalmente e em Portugal, em ambiente
hospitalar e em individuos da comunidade, que apontam para uma disseminacdo com
caracteristicas clonais de Escherichia coli produtora de BLEA do tipo CTX-M. Esta
situacdo, no lar FFUPS5 (a ser avaliada em trabalho futuro), alerta para a necessidade de
as unidades de prestacdo de cuidados de servicos de saude estarem alerta para a
necessidade de um controlo de infec¢do ajustado a realidade de cada unidade. A
tipagem destas estirpes produtoras de BLEA é fundamental para conhecer o tipo de B-

lactamase presente, e estabelecer uma relagdo epidemioldgica da disseminac¢do destas
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enzimas na comunidade, nomeadamente nos residentes de lares de idosos e em
ambiente hospitalar.

Os genes de resisténcia aos antibidticos podem ser transferidos para outros géneros e
espécies bacterianas diferentes, por exemplo por processos de tranferéncia horizontal
de genes, através de elementos genéticos méveis como plasmideos. A transferéncia de
resisténcia aos oximino-B-lactamicos foi possivel ser demonstrada através do ensaio de
conjugacdo bacteriana, por exemplo verificou-se transferéncia da resisténcia aos
oximino-B-lactdmicos do isolado FFUP513cazS2, confirmada através do teste de
susceptibilidade aos antibidticos B-lactdmicos e determina¢do do pl. A disseminacao
das BLEA a géneros e espécies bacterianas diferentes através de disseminagao
plasmidica de genes de resisténcia estd relacionada com o aparecimento de surtos em
ambientes hospitalar e em residéncias de idosos. Normalmente, Enterobacteriaceae
produtoras de BLEA apresentam co-resisténcia a outros grupos de antibidticos, sendo
alguns dos casos transferivel por conjugacdo, como se verificou com os isolados
FFUP513ctxS3, FFUP517ctxsedl, FFUP518ctxS1, FFUP520ctxS1, FFUP530atmS2,
FFUP534atmS1 e FFUP634ctxS1 com a transferéncia de resisténcia a antibidticos ndo
B-lactamicos.

No screening de resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos detectou-se a presenca de 15
isolados bacterianos, com perfil de reducdo da susceptibilidade ao imipenemo,
carbapenemo de uso hospitalar, produtores de carbapenemases do tipo metalo-B-
lactamase. Foi testada a sensibilidade ao EDTA para confirmar a presenca da
carbapenemase, nos isolados provenientes de amostras dos lares FFUP3, FFUPS e
FFUP6. Os meios de MacConkey com antibidtico oximino-B-lactdmicos utilizados para
deteccdo de estirpes produtoras de BLEA, permitiu detectar estirpes produtoras de
outros mecanismos de resisténcia, ndo contempladas no objectivo do estudo, que
foram guardadas para estudo futuro.

A deteccdo de isolados produtores de BLEA em residentes de lares de idosos é uma
realidade conhecida em alguns paises da Europa e Estados Unidos da América (Wiener
et al, 1999; Kassis-Chikhani et al, 2004; Nicolas-Chanoine et al, 2008). Em Portugal, a
deteccdo de isolados produtores de BLEA em lares de idosos, ainda pouco estudada,

mas conhecida em ambiente hospitalar, em individuos da comunidade e no meio
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ambiente (Machado et al, 2007; Mendoncga et al, 2007; Pedrosa et al, 2007). Com o
presente estudo foi possivel verificar que os lares de idosos representam um nicho
particular da comunidade, que funciona como reservatdrio de estirpes resistentes e
genes de resisténcia aos antibidticos, particularmente aos antibidticos B-lactamicos.

Os lares de idosos assumem-se como unidades de prestacdo de cuidados de salde na
comunidade, devido as caracteristicas e necessidades em termos de prestacdo de
cuidados de salde aos residentes, tal como o grau de debilidade, procedimentos
médicos e técnicas invasivas de diagndstico e terapéutica e terapéutica
antimicrobiana, com necessidade da permanéncia de profissionais de salude na
instituicdo, de forma a garantir os cuidados médicos aos residentes, particularmente
os mais dependentes, de forma a evitar recorrer a instituicdes hospitalares por
questdes menores (Bonomo, 2000; Oteo et al, 2006).

Os residentes de lares de idosos sdo vulneraveis as infeccdes que podem adquirir nos
locais onde ocorre a prestacdo de cuidados de saude em situagdes agudas, sobretudo
devido ao recurso a procedimentos médicos mais invasivos, a terapéutica antibidtica e
aos internamentos consecutivos, quer nas unidades de cuidados intensivos ou noutras
unidades de saude. O aparecimento de estirpes produtoras de BLEA nos residentes de
lares de idosos esta relacionado com factores de risco como o grau de debilidade do
idoso, consumo de antibidticos particularmente os de largo espectro de accdo,
procedimentos e técnicas médicas invasivas e hospitalizagdes (Bonomo, 2000,
Mendelson et al, 2005, Oteo et al, 2006, Moor et al, 2008).

O aparecimento de infec¢cOes adquiridas no decurso da prestacdo de cuidados de
saude em hospital e em nichos particulares da comunidade estd relacionado com a
prestacdo de cuidados pelos profissionais. As infeccdes adquiridas nestas unidades de
saude dificultam o tratamento adequado dos pacientes e constituem causas
importante de morbilidade e mortalidade, bem como de consumo acrescido de
recursos. A implementacdo de medidas de controlo de infec¢do na prestacdo de
cuidados a residentes dos lares de idosos é fundamental para minimizar a
disseminacdo de estirpes produtoras de BLEA, entre os residentes, prestadores de
cuidados e a outros ambientes. Nos lares de idosos estudados e dadas as

caracteristicas das instituicdes e residentes, particularmente do lar FFUP5, parece
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existir uma disseminacdo clonal provavelmente resultado de inadequadas medidas de
controlo de infeccdo, é importante a implementacdo de medidas de controlo de
infeccdo eficazes, de forma a minimizar a disseminacdo destas estirpes produtoras de
BLEA.

As unidades de prestacdo de cuidados de saude, hospital e na comunidade, lares de
idosos, unidades de longa e média duracdo, permitem uma articulacdo intra e
interinstitucional dos pacientes. E fundamental a vigilancia epidemiolégica e a
implementacdo de medidas de controlo de infeccdo eficazes, que devem abranger
todas as unidades de prestacdo de cuidados de saude, a fim de reduzir a disseminagao
destas estirpes.

Em prol da garantia da qualidade da prestacdo de cuidados de saude, em ambiente
hospitalar e em nichos particulares da comunidade como lares de idosos, cuidados
continuados de longa e média duragdo, cuidados de saude primarios e em unidades
privadas de salde, as seguintes medidas devem ser tidas em consideracao: actividades
de vigilancia epidemiolégica; educacdo e sensibilizacdo dos prestadores de cuidados;
incentivo as medidas de controlo de infec¢do, com énfase na higienizacdo das maos;
desenvolvimento de politicas de racionalizacdo do consumo de antibidticos; meios e
recursos que permitam o isolamento de pacientes com infec¢do e/ou colonizados por
estirpes bacterianas resistentes aos antibidticos, particularmente as produtoras de
BLEA. A deteccdo e identificacdo das estirpes produtoras de BLEA aquando admissao
e/ou alta hospitalar é importante no sentido de limitar a sua disseminacdo ao
ambiente hospitalar.

A drea de prestacdo de cuidados geridtricos € uma area em expansdo em todo o
Mundo, particularmente em Portugal, onde é exigida a qualidade da prestacdo de
cuidados de saude de forma a garantir qualidade de vida do idoso. Esta ndo devera
descurar a necessidade de atencdo particular as questdes infecciosas e de resisténcia
aos antibidticos tipicas desta faixa etdria vulnerdvel e das caracteristicas das unidades
residenciais. E imprescindivel a cooperagdo dos prestadores de cuidados de satide em
garantir a prestacdo de cuidados de saude eficazes, de forma a aumentar a esperanca

média de vida com qualidade, que consequentemente permite diminuir a incidéncia e
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disseminacdo de estirpes resistentes aos antibidticos, com impacto directo na
incidéncia de mortalidade e morbilidade, recursos médicos e econédmicos.

As medidas de controlo de infeccdo sdo indispensdveis em ambiente hospitalar, e
assumem cada vez mais importancia em unidades de prestacdo de cuidados de saude
da comunidade, como os lares de idosos. O cumprimento de medidas em todas a
unidades de prestacdo de cuidados de saude, como higienizacdo e desinfeccdo das
maos dos profissionais de salde é fundamental para evitar a disseminacao de estirpes
resistentes aos antibidticos, assim como o isolamento destes pacientes (Bem-Ami et al,
2006, Oteo et al, 2006, Arpin et al, 2007).

E fundamental a sensibilizacdo dos laboratérios de microbiologia para a detec¢do de
estirpes produtoras de BLEA e monitorizacdo terapéutica adequada, para aconselhar o
clinico na seleccdo do antibidtico adequado, de forma a diminuir o consumo de
antibiéticos inadequados que contribuem para a pressado selectiva com aparecimento
de estirpes resistentes (Bonomo, 2000, Arpin et al, 2007).

O tracto intestinal representa um importante reservatério de bactérias resistentes aos
antibiéticos B-lactdmicos, particularmente em espécies da familia das
Enterobacteriaceae, e um importante local de transferéncia dos genes que conferem
resisténcia ao referido grupo de antibidticos. A colonizacdo intestinal por estirpes
produtoras de BLEA, em residentes de lares de idosos, pode contribuir para a entrada
silenciosa em ambiente hospitalar. A mobilizacdo dos residentes colonizados por
estirpes produtoras de BLEA inter-instituicdes facilita a introducdo e disseminacdo
nestes ambientes de prestacdo de cuidados de saude (Bem-Ami et al, 2006).

Esta realidade, ainda pouco estudada no nosso pais, demonstra a necessidade de se
contemplar este tipo de estudo, em unidades de prestacdo de cuidados de saude
existentes na comunidade, como um ambiente particularmente relevante na
disseminacdo da resisténcia aos antibiéticos, podendo considerar-se importante na
introducdo de estirpes resistentes aos antibiéticos, nomeadamente as produtoras de
BLEA, no ambiente hospitalar. A deteccdo de estirpes produtoras de BLEA como
colonizadoras fecais em residentes oriundos de lares de idosos, aquando do
internamento hospitalar serd muito relevante em termos de controlo de infeccdo

hospitalar, de forma a evitar a introdugdo destas no ambiente do hospital, bem como
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medidas de controlo de infeccdo adequadas, incluindo isolamento destes residentes,
vantajoso para o residente promovendo uma terapéutica adequada em caso de vir a
instalar-se um processo infeccioso para o qual a flora fecal possa contribuir, e
colaborando para o controlo da disseminacdo destas estirpes.

O estudo permitiu demonstrar a existéncia de estirpes produtoras de BLEA na
comunidade, particularmente em lares de idosos, que em Portugal sdo cada vez mais,
e indispensdveis, dadas as caracteristicas da nossa populacdo, bem como a
necessidade de existir prestacdo de cuidados de saude, fora do ambiente hospitalar.
Os prestadores de cuidados de saide em lares de idosos devem ser sensibilizados para
esta realidade, no sentido de adoptarem medidas de controlo de infeccdo adequadas e
ajustadas a cada instituicdo, com o objectivo de minimizar a disseminac¢do de estirpes
resistentes aos antibidticos entre os residentes e a outros ambientes da comunidade e

ambiente hospitalar, e garantir a prestacdo de cuidados de saude de qualidade.
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A colonizacdo de residentes de lares de idosos por bacilos de Gram negativo da familia
Enterobacteriaceae produtores de BLEA é uma realidade em varios paises da Europa e
dos Estados Unidos da América, mas ainda pouco conhecida no nosso Pais. E
importante contemplar este tipo de estudo em ambientes relevantes na disseminacao
da resisténcia aos antibidticos como é a area de prestacdo de cuidados geriatricos.

O aparecimento e rdpida disseminacdo de Enterobacteriaceae produtoras de BLEA,
torna imprescindivel conhecer com exactiddo a origem destas espécies: hospital ou
comunidade. Na comunidade, os lares de idosos constituem importantes reservatérios
de espécies bacterianas com resisténcia aos oximino-B-lactamicos, como demonstrado
no presente estudo. A deteccdo destas espécies produtoras de BLEA como
colonizadoras fecais em residentes de lares de idosos, aquando do internamento
hospitalar, é extremamente relevante em termos de implementacdo de medidas
adequadas de controlo de infeccdo hospitalar.

A educacdo e sensibilizacdo dos prestadores de cuidados de saude para as medidas de
controlo de infeccdo é fundamental em ambiente hospitalar, assim como em lares de
idosos, unidades de cuidados de saude com papel importante na disseminacdo de

Enterobacteriaceae produtoras de BLEA, como demonstrado pelo presente estudo.

101




PERSPECTIVAS FUTURAS




B-lactamases de espectro alargado em Enterobacteriaceae da flora fecal de idosos

A incidéncia e disseminacdo de Enterobacteriaceae produtoras de BLEA assumem um
papel relevante em unidades de prestacdo de cuidados de saude, como o hospital,
nichos particulares da comunidade como os lares de idosos e no meio ambiente.

Com o objectivo de conhecer esta realidade no nosso pais, sugere-se as seguintes

perspectivas futuras:

- Caracterizacdao molecular das BLEA detectadas no presente estudo;

- Avaliacdo das relagbes de clonalidade entre os isolados produtores de BLEA
detectados no estudo, de forma a interpretar epidemiologicamente a sua
ocorréncia;

- Caracterizacdo molecular das metalo-B-lactamases detectadas no presente
estudo;

- Deteccdo de resisténcia a antibioticos B-lactamicos em aguas maritimas e
pluviais nas areas circundantes aos lares de idosos;

- Continuidade do estudo da colonizacdo do tracto intestinal por bacilos de
Gram negativo da familia Enterobacteriaceae, para deteccado e caracterizacao
molecular de BLEA em outros lares de idosos da zona norte do Pais e outras
unidades de prestacdo de cuidados de saude como hospitais, unidades de
cuidados continuados de média e longa duracdo, paliativos e de
convalescenca;

- Deteccdo de estirpes produtoras de BLEA em residentes provenientes de
residéncias de idosos, aquando da admissdao hospitalar, de forma a evitar a
introducdo destas no ambiente hospitalar, propondo medidas de controlo de

infeccdo adequadas, incluindo isolamento destes pacientes.
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Extended-spectrum beta-lactamase producers in Portuguese nursing
home residents

Background

Faecal colonization with antimicrobial resistant Enterobacteriaceae might represent a
risk of infection and spreading in settings of debilitated people as are nursing homes
(Wiener et al, 1999).

Our previous work in clinical isolates of community alerted us for the finding of
Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) producers in particular niches of community
as are nursing homes (Pedrosa et al, 2007). In that way the purpose of this study was
the detection of ESBL producers responsible for intestinal colonization of nursing home
residents.

Geriatric care facilities are a particular kind of aggregate community presenting special
threats related to the characteristics of the population. In that way, the type of care in
these facilities, the grade of dependence of the residents and type of pathologies,

seems to relate with colonization by antibiotic resistant strains (Wiener et al, 1999).

Objective

The purpose of this study was the detection of ESBL producers responsible for

intestinal colonization of nursing home residents.

Methods

Faecal samples of nursing home residents of the Northern area of Portugal, were
collected from January to July of 2008. Samples were suspended in BHI and overnight
culture was spread in MacConkey agar. Isolates were selected with ceftazidime
(2mg/L), cefotaxima (2mg/L), aztreonam (2mg/L) and imipenem (2mg/L). Lactose
fermenters were randomly selected and susceptibility to antimicrobial agents was

determined by agar diffusion methods according to the CLSI guidelines (CLSI, 2007).
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Colony counts of faecal samples were performed in MacConkey agar in order to relate
to the presence of isolates in selective media with antibiotics. Screening for ESBL
producers was perfomed by the double disk synergy test and, when necessary,
confirmatory test were carried out according to the CLSI guidelines (CLSI, 2007).
Identification of the selected strains was achieved by API®20E. Beta-lactamases were
characterized by isoelectric focusing. Conjugation assays were performed with

Escherichia coli HB101.

Results

Enterobacteriaceae harbouring ESBLs of pl>8 were prevalent is this approach seeming
to relate with the previous reports of spreading of Escherichia coli clone harbouring

CTX-M-15, OXA-1 and TEM-1 in Portuguese community (Machado et a/, 2006).
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7,6+>8,0 1
5,4+7,4+7,6+>8,0 1
5,4+5,6+7,0+7,4+7,6+>8,0 1
5,6+7,2+7,4+7,6+>8,0 1
5,4+7,6+>8,0 2 2 1
5,4+7,8+>8,0 1

Prevalence of one pattern of beta-lactamase association of 5,4+7,4+>8, and other
combinations of beta-lactamase pl>8 with beta-lactamase of pls 5,4 and 7,4 and other
ones, suggests that we might be in face of a clonal and plasmidic dispersion of

Escherichia coli.
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ESBL gene was successfully transferred coding a beta-lactamase of pl>8 responsible for

the ESBL phenotype.

Conclusions

Our results showed that nursing homes are particular niches of community that need
adequate infection control measures for the prevation of inner and outer
dissemination of multi-resistant opportunistic pathogens. This reality may pose
guestions in terms of acute care hospital admissions of nursing home residents,
suggesting the need of special measures to prevent hospital dissemination. Also the
inverse, spreading in nursing homes from colonized patients discharged from hospital
that return to the geriatric care facility or family home, might create a cycle of

dissemination of ESBL producing Enterobacteriaceae.
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ANEXO I

Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP1

Antibiético de . Antibiéticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm)
Amostra Isolado Seleccs Espécie pl
eleccao AML AMC oM cTX CAZ FEP ATM IMP FOX
FFUP101 FFUP101ctxsed1 CTX 14 15 20 32 28 na 28 27 26
FFUP105cazS1 CAZ Citrobacter freundii 6 7 7 12 Si 7 Si na 7Si 13 6 5,4+>8,0
FFUP105
FFUP105ctxS1 CTX Citrobacter freundii 6 7 7 10 Si 9 Si na 8Si 13 9 5,4+>8,0
FFUP106ctxS1 CTX Morganella morganii 7 12 6 24 22 na 27 25 21
FFUP106ctxS2 CTX Sv 15 Sv Sv Sv na Sv Sv Sv
FFUP106
FFUP106cazS1 CAZ 6 12 6 9 10 na 21 22 18
FFUP106cazsed2 CAZ 6 6 6 16 14 na 27 23 21

Legenda: S - Sobrenadante; sed - sedimento; Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo

com AML; Sv - bactéria sensivel ao antibidtico mas impossivel de medir o halo de inibigdo; pl - ponto Isoeléctrico.



ANEXO Il

Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP2

Antibistico de Antibioticos B-lactamicos (halo de inibigdo em mm)

Amostra Isolado - Espécie pl
Selec¢ao
AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX
FFUP204ctxS1 CTX 6 6 6 6 21 na 25 29 6
FFUP204cazS4 CAZ 6 6 6 6 18 na 17 30 6
FFUP204
FFUP204cazsedl CAZ 6 6 6 6 16 na 16 30 6
FFUP204cazsed2 CAZ 6 6 6 6 16 na 15 26 6
FFUP207 FFUP207ctxS3 CTX 6 6 6 21 28 na 29 35 6
FFUP219 FFUP219ctxS1 CTX 6 6 6 11 29 na 18 31 6
FFUP220cazsed1 CAZ Sv Sv Sv Sv Sv na Sv Sv Sv
FFUP220
FFUP220cazS1 CTX 6 Sv Sv 6 6 na Sv Sv 6
FFUP221ctxsedl CTX Proteus mirabilis 6 6 11 17 14 Si na 26 Si 28 23 7,6 +>8,0
FFUP221ctxsed2 CTX 6 6 8 24 23 na 28 24 21
FFUP221 FFUP221ctxS1 CTX Sv 6 Sv Sv Sv na Sv Sv Sv
FFUP221ctxS2 CTX 6 6 9 25 25 na 32 29 23
FFUP221ctxS3 CTX 6 6 11 27 25 na 32 32 Sv

Legenda: S - Sobrenadante; sed - sedimento; Si - sinergismo com AMC (30pg); na - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo

com AML; Sv - bactéria sensivel ao antibidtico mas impossivel de medir o halo de inibigado; pl - ponto Isoeléctrico.



ANEXO IV

Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP3

Antibidtico de Antibiéticos B-lactamicos (halo de inibigdo em mm)
Identificagdo Isolado = Espécie pl
seleccdo AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX
FFUP301 FFUP301ctxS1 CTX Klebsiella pneumoniae 6 6 6 6 13 na 15 10 na
FFUP302ctxS1 CTX Klebsiella pneumoniae 6 12 6 6 6 na 10 36 na
FFUP302cazS1 CAZ 6 11 6 17 9 na 12 34 na
FFUP302 FFUP302cazS2 CAZ 6 12 19 22 24 na 22 32 na
FFUP302cazsed1 CAZ 6 15 6 22 18 na 16 Sv 6
FFUP302cazsed3 CAZ Klebsiella pneumoniae 6 6 6 6 7 na 12 10 6
FFUP306 FFUP306cazS1 CAZ 6 Sv Sv Sv Sv na Sv 34 na
FFUP307 FFUP307cazS2 CAZ 6 6 6 23 Sv na 34 A* 25 na
FFUP308 FFUP308ctxS1 CTX Klebsiella pneumoniae 6 6 6 6 15 na 17 12 na
FFUP310 FFUP310cazsed2 CAZ Klebsiella pneumoniae 6 6 6 6 7 na 9 7 na
FFUP313cazsedl CAZ Klebsiella pneumoniae 6 10 6 17 11 na 12 26 6
FFUP313 FFUP313ctxsedl CTX Klebsiella pneumoniae 6 15 6 16 10 na 14 28 6
FFUP313ctxs2 CTX 6 9 10 24 18 A* na 20 A* 23 na
FFUP321 FFUP321ctxS1 CTX Klebsiella pneumoniae 6 6 6 13 27 A* na 20 27 6
FFUP322ctxS1 CTX Klebsiella oxytoca 6 10 6 28 30 na 15 30 na 54+7,4+7,6+>8,0
FFUP322
FFUP322ctxS2 CTX Klebsiella oxytoca 6 11 6 25 28 na 14 25 na 54+7,4+76+>8,0
FFUP329 FFUP329cazS2 CAz 6 6 6 6 15 na 18 25 6
FFUP336 FFUP336ctxsedl CTX 6 10 10 21 20 na 24 23 na

Legenda: S - Sobrenadante; sed - sedimento; Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo

com AML; Sv - bactéria sensivel ao antibidtico mas impossivel de medir o halo de inibigdo; pl - ponto Isoeléctrico.



ANEXO V

Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP4

Antibidtico de L. Antibidticos B-lactamicos (halo de inibigdo em mm)
Amostra Isolado leccd Espécie pl
seleccao AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX
FFUP401ctxsed2 CTX Klebsiella pneumoniae 6 6 6 28 Sv na 7 Si Sv Sv >8,0
FFUP401
FFUP401cazS1 cAZ 6 9 11 20 16 na 19 26 6
FFUP410ctxsed1 CTX 6 12 9 18 14 na 11 26 6
FFUP410 FFUP410ctxsed2 cTX 6 6 6 18 22 na 19 29 6
FFUP410cazsed1 CAZ 6 7 6 6 6 na 6 23 6
FFUP412 FFUP412cazsed1 CAZ 6 12 9 17 12 na 16 23 6
FFUP414cazsed1 CAZ 6 18 20 Sv 20 na 26 26 24
FFUP414 FFUP414ctxS1 CTX 6 22 24 Sv Sv na 26 26 Sv
FFUP414cazS1 cAz Escherichia coli 6 6 6 10si  8Si  na 65i 26 6 i'i;os 6+7,0+7,4+7,6
FFUP416 FFUP416ctxS2 cTX 6 6 6 16 26A2  na 20 28 6
FFUP417 FFUP417atmS2 ATM 6 6 6 20 24 na 20 30 6

Legenda: Si - sinergismo com AMC (30ug); NA - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo com AML; Sv - bactéria sensivel ao

antibiético mas impossivel de medir o halo de inibi¢do.



ANEXO VI

Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP5

Antibiético L. Antibioéticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm)
Amostra Isolado de Seleccs Espécie pl
€ seleccao AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX
FFUP502atmS1 ATM 6 12 6 11Si 14 na 17 29 9
FFUP502
FFUP502cazS1 CAZ 6 12 6 7 10 na 10 24 15
FFUP502ctxS1 CTX Escherichia coli 6 15 6 14Si 20Si na 18Si 26 15 54+7,4+>8,0
FFUP504ctxsed1 CTX 6 12 6 8 10 na 13 26 11
FFUP504
FFUP504atmS2 ATM Escherichia coli 6 15 6 11Si 14 na 17Si 26 12 7,4+>8,0
FFUP508 FFUP508atmsed1 ATM Escherichia coli 6 10 6 6 6 na 6 Si 26 20 > 8,0
FFUP510ctxsed1 CTX 6 10 6 6 Si 6 na 6 26 20
FFUP510
FFUP510ctxS1 cTX Enterobacter 6 10 6 65i 6 na 8si 21 20 BF72¥TA44764>
aerogenes 8,0
FFUP511ctxsedl CTX Escherichia coli 6 6 6 6 6 na 10 25 6 > 8,0
FFUP511
FFUP511cazS1 CAZ Escherichia coli 6 7 6 18 19 na 31 21 20 54+7,4+>8,0
FFUP512ctxS1 CTX Escherichia coli 6 12 6 6Si 12Si na 9Si 28 20
FFUP512
FFUP512ctxsed1 CTX 6 12 6 6Si 11Si na 8Si 26 18
FFUP513ctxS3 CTX Escherichia coli 6 15 6 10Si 155 na 10Si 32 26 5,4 +> 8,0
FFUP513 FFUP513cazS2 CAZ Escherichia coli 6 11 6 6Si 14 Si na 11Si 28 20 54+7,4+>8,0
FFUP513atmS3 ATM 6 11 6 6Si 12Si na 6Si 30 24 5,4 +>8,0

Legenda: Si - sinergismo com AMC (30pg); NA - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo com AML; Sv - bactéria sensivel ao

antibiético mas impossivel de medir o halo de inibi¢do.



Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP5 (continuagao)

Antibiético de . Antibioticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm)
Amostra Isolado seleccs Espécie pl
eleccao AML  AMC CXM CTX CAZ FEP  ATM IMP  FOX
FFUP517ctxsed1 CTX Escherichia coli 6 12 6 6Si 14 Si na 6Si 26 24 54+7,4+>8,0
FFUP517ctxsed2 CTX 6 10 6 6Si 12 Si na 9Si 26 24
FFUP517
FFUP517ctxS1 CTX Escherichia coli 6 10 6 6 Si 13Si na 9Si 26 24 54+7,4+>8,0
FFUP517atmS1 ATM Escherichia coli 6 10 6 6 11Si na 9Si 26 20 5,4+>8,0
FFUP518ctxS1 CTX Escherichia coli 6 8 10 17 15 na 21 25 9 54+>8,0
FFUP518
FFUP518cazS2 CAZ Proteus mirabilis 6 16 16 20 Si 7Si na 26 Si 24 26 7,4+>8,0
FFUP520ctxS1 CTX Citrobacter freundii 6 10 6 6Si 14 Si na 10Si 28 24 54+>8,0
FFUP520
FFUP520cazS1 CAZ Escherichia coli 6 9 6 6 Si 6 na 6 Si 25 20 54+7,4+>8,0
FFUP521ctxS1 CTX Klebsiella pneumoniae 6 19 14 Si 19 Si 6 na 14 Si 25 19 >8,0
FFUP521ctxS2 CTX Escherichia coli 6 8 6 6 6 na 7Si 26 20 5,4+>8,0
FFUP521 FFUP521cazS1 CAZ Klebsiella pneumoniae 6 17 14 Si 20Si 6 na 12Si 24 20
FFUP521atmS2 ATM Enterobacter sakazakii 6 9 15 Si 20 Si 6 na 14 Si 25 6 54+7,6+>8,0
FFUP521ctxsedl CTX 6 9 6 11 13 na 16 23 6
FFUP522atmS1 ATM 6 10 6 6 11 na 8Si 27 23 54+>8,0
FFUP522cazS1 CAZ Escherichia coli 6 10 6 6Si 12Si na 9Si 26 20 54+>8,0
FFUP522 FFUP522ctxsed1 CTX 6 9 6 6Si 11Si na 8Si 28 22
FFUP522ctxS1 CTX 6 10 6 6 11Si na 9Si 26 22 54+>8,0
FFUP522cazsed1 CAZ Escherichia coli 6 10 6 6 11Si na 9Si 28 24 54+7,4+>8,0

Legenda: Si - sinergismo com AMC (30pg); NA - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo com AML; Sv - bactéria sensivel ao

antibiético mas impossivel de medir o halo de inibi¢do.



Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP5 (continuagao)

Antibidtico de . Antibidticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm)
Amostra Isolado seleccs Espécie pl
eleccao AML  AMC CXM  CTX CAZ FEP ATM IMP  FOX
FFUP524ctxS1 CTX 6 6 6 16 28 na 24 24 6
FFUP524ctxsedl CTX 6 10 6 8 Sv na 9 26 6
FFUP524
FFUP524atmsed1 ATM 6 11 6 9 6 na 8 21 6
FFUP524cazsedl CAZ 6 7 8 12 11 na 13 23 7
FFUP525 FFUP525ctxS1 CTX 6 6 7 6 12 na 26 Ae 12 8
FFUP526cazsedl CAZ 6 11 6 6Si 15Si na 10 Si 30 22 >8,0
FFUP526cazS1 CAZ Escherichia coli 6 10 6 7 Si 12Si na 10 Si 28 26 54+7,4+>8,0
FFUP526 FFUP526atmS1 ATM Escherichia coli 6 10 6 8 Si 14 Si na 11 28 22 54+7,4+>8,0
FFUP526ctxsedl CTX 6 11 6 7Si 13Si na 10 Si 26 22 54+>8,0
FFUP526c¢txS2 CTX 6 11 6 9Si 15Si na 12 Si 28 22
FFUP527ctxsedl CTX Klebsiella pneumoniae 6 12 6 8 Si 14 Si na 12 Si 28 22 54+>8,0
FFUP527atmS1 ATM 6 11 6 7 13Si na 9Si 28 24
FFUP527 FFUP527cazS1 CAZ Escherichia coli 6 14 24 30 18 na 30 26 26 >8,0
FFUP527cazS2 CAZ Klebsiella pneumoniae 6 16 28 Si 22Si 7 na 15Si 22 22
FFUP527ctxS2 CTX Escherichia coli 6 12 6 7 13Si na 10 Si 28 22 5,4 +>8,0
FFUP530ctxS1 CTX 6 16 6 6 Si 8Si na 7Si Sv 24
FFUP530ctxS2 CTX 6 14 6 6 Si 6 Si na 6 Si Sv 22
FFUP530
FFUP530 atmS1 ATM 6 18 6 6 Si 7Si na 6 Si 24 10
FFUP530atmS2 ATM Escherichia coli 6 16 6 6 Si 10Si na 6 Si 35 23 5,4+>8,0

Legenda: Si - sinergismo com AMC (30pg); NA - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo com AML; Sv - bactéria sensivel ao

antibiético mas impossivel de medir o halo de inibi¢do.



Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP5 (continuagao)

Antibidtico de L. Antibiéticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm)
Amostra Isolado seleccs Espécie pl
eleccao AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX
FFUP531latmsedl ATM Enterobacter cloacae 6 9 6 15 7 23 Si 11Si 25 7
FFUP531ctxsed2 CTX Enterobacter cloacae 6 9 6 11 6 23 Si 8 Si 24 7 54+78+>8,0
FFUP531cazsedl CAZ 6 14 6 15 18 A* 28 16 A2 28 6
FFUP531 FFUP531ctxS1 CTX 6 11 6 6 7 25 11 22 6
FFUP531ctxsedl CTX 6 13 6 13 7 25 12 25 7
FFUP531impS1 IMP 6 8 6 18 18 20 Si 6 Si 6 6
FFUP531impS3 IMP Escherichia coli 6 6 6 7 15Si 18 Si 6 Si 6 6 54+>8,0
FFUP532atmsed1 ATM Enterobacter cloacae 6 8 6 7 6 24 Si 6 Si 28 6 5,4+7,4+>8,0
FFUP532 FFUP532cazS2 CAZ Enterobacter cloacae 6 8 6 16 12 Si 22Si 14 Si 19 6 54+7,4+>8,0
FFUP532impS1 IMP 6 8 6 11Si 17Si 18 Si 7 6 6
FFUP533ctxS1 CTX Escherichia coli 6 22 6 12 12Si 10 Si 6 Si 40 7 5,4+7,4+>8,0
FFUP533
FFUP533impsed1 IMP 6 8 6 7 18 Si 13Si 12 Si 13 28
FFUP534 FFUP534atmS1 ATM Escherichia coli 6 24 6 6 12Si 11si 6 Si 36 24 5,4 +>8,0

Legenda: Si - sinergismo com AMC (30ug); NA - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo com AML; Sv - bactéria sensivel ao

antibiético mas impossivel de medir o halo de inibi¢do.



Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP5 (continuagao)

Antibidtico de . Antibidticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm)
Amostra Isolado seleccs Espécie pl
eleccao AML AMC CXm CTX CAZ FEP ATM IMP FOX
FFUP535cazs1 cAz Enterobacter 6 7 6 8 6 265i 65si 28 7 54+76+580
cloacae

FFUP535 FFUP535ctxsed1 CTX 6 6 6 6 14 26 14 24 6

FFUP535cazS2 CAZ 6 9 9 16 Si 14 Si 26Si 12Si 19 10 5,4+7,6+>8,0

FFUP536cazS1 CAZ Escherichia coli 6 7 6 6 12Si 14 Si 9Si 36 25 54+7,4+>8,0
FFUP536

FFUP536ctxS2 CTX 6 6 6 6 24 22 19 30 6

FFUP537cazS1 CAZ 6 13 6 6 14 12 Si 12 Si 26 25
FFUP537 FFUP537atmsed1 ATM Escherichia coli 6 9 6 8Si 14 Si 12 Si 12 Si 26 24 5,4 +>8,0

FFUP537atmS2 ATM 6 6 6 7 9 23 19 30 6

FFUP538atmS1 ATM Escherichia coli 6 19 6 75Si 16 Si 16 Si 15 Si 32 22 5,4 +>8,0
FFUP538

FFUP538impsed1 IMP 6 7 6 15 20 19 13 28 6

FFUP539atmS1 ATM Escherichia coli 6 9 6 12 14 13 Si 6 Si 29 6 5,4+7,4+>8,0
FFUP539

FFUP539ctxS1 CTX Escherichia coli 6 20 6 6 18 12 Si 6 38 6 54+7,4+>8,0

FFUP540ctxS1 CTX Escherichia coli 6 28 6 7 18 12Si 10 36 26 5,4 +>8,0
FFUP540

FFUP540atmS1 ATM Escherichia coli 6 24 6 6 8Si 11Si 6Si 36 19 5,4 +>8,0

Legenda: Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo com AML; Sv - bactéria sensivel ao

antibiético mas impossivel de medir o halo de inibi¢do.



Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP5 (continuagao)

Antibiético de Antibioticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm)
Amostra Isolado Selecgio Espécie pl
AML AMC CXM CTX CAz FEP ATM IMP FOX
FFUP541impS1 IMP 6 9 6 16 26 22 14 32 6
FFUP541atmS2 ATM 6 14 6 24 24 27 13 Sv 6
FFUP541 FFUP541cazsedl CAZ Escherichia coli 6 16 6 8Si 14 Si 115Si 7Si 26 22 5,4 +>8,0
FFUP541ctxS1 CTX 6 20 6 9 Si 11 Si 16 Si 15Si 32 24 5,4+7,4+>8,0
FFUP541cazS1 CAZ 6 19 6 8Si 13Si 14 Si 12 Si 28 21 54+7,4+>8,0
FFUP542 FFUP542cazS1 CAZ Escherichia coli 6 26 6 6 Si 13 Si 12 Si 6 12 25 5,4 +>8,0
FFUP543 FFUP543cazsedl CAZ Escherichia coli 6 10 6 8Si 14 Si 10Si 12 Sv 22 5,4 +>8,0
FFUP544 FFUP544atmS1 ATM Enterobacter sakazakii 6 11 12 28 30 32 15 30 32 5,4+7,6+>8,0
FFUP546 FFUP546impsedl IMP 16 20 22 30 26 30 28 20 24
FFUP547ctxsedl CTX Escherichia coli 6 6 6 7 6 11 9 23 6 5,4+>8,0
FFUP547 FFUP547atmS1 ATM 6 12 6 7 7 Sv 10 6 26
FFUP547impS1 IMP 6 7 6 22 30 26 20 22 6
FFUP551cazS1 CAZ 6 7 6 18 A* 14 A* 30 18 25 6
FFUP551ctxsedl CTX Escherichia coli 6 15 15 16 Si 14 Si 20Si 11si 25 22 54+>8,0
FFUP551
FFUP551ctxS1 CTX 6 6 6 13 9 29 16 22 6
FFUP551atmsed1 ATM 6 14 12 16 Si 12Si 28Si 13Si 26 23

Legenda: Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo com AML; Sv - bactéria sensivel ao

antibidtico mas impossivel de medir o halo de inibigdo.



ANEXO VIl

Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP6

Antibidtico de . Antibioticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm)
Amostra Isolado seleccs Espécie pl
eleccao AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX

FFUP601 FFUP601cazS1 CAZ Morganella morganii 6 6 6 6 15 na 21 A2 17 18
FFUP602 FFUP602atmS1 ATM 6 6 6 6 8 12 12 10 6

FFUP603ctxS1 CTX 6 6 6 11 9 na 16 16 16

FFUP603ctxS2 CTX Enterobacter cloacae 6 7 6 6 6 na 6 25 6 5,4 +>8,0
FFUP603

FFUP603ctxsed2 CTX 6 10 6 6 6 na 8 21 6

FFUP603atmS1 ATM Morganella morganii 6 6 6 12 10 na 18 18 18
FFUP604 FFUP604ctxS1 CTX Morganella morganii 6 6 6 16 12 na 26 19 17

FFUP606cazS2 CAZ 6 6 11 12 6 na 16 20 6
FFUP606 FFUP606atmS1 ATM Enterobacter cloacae 6 6 6 13 8 na 15 23 11

FFUP606atmsed1 ATM Citrobacter freundii 6 6 6 10 11 na 15 20 10

FFUP607ctxS1 CTX Escherichia coli 6 11 6 7 Si 12 Si 14 Si 12 Si 30 26 5,4 +>8,0
FFUP607

FFUP607cazS1 CAZ Escherichia coli 6 14 6 7 11Si 12Si 12Si 28 27
FFUP609 FFUP609cazsed1 CAZ 6 6 6 6 7 13 12 21 6
FFUP610 FFUP610cazS1 CAZ 6 6 6 6 8 15 16 20 6
FFUP612 FFUP612atmS1 ATM Escherichia coli 6 21 16 Si 20 Si 14 Si 24Si 16 30 26 54+7,4+>8,0
FFUP613 FFUP613ctxS1 CTX 6 6 6 6 8 A* na 19 20 6

Legenda: Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo com AML; Sv - bactéria sensivel ao

antibidtico mas impossivel de medir o halo de inibigdo.



Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP6 (continuagao)

Antibidtico de

Antibioticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm)

Amostra Isolado seleccs Espécie pl
eleccao AML AMC CXM CTX CAZ FEP ATM IMP FOX
FFUP615 FFUP615ctxsedl CTX 6 6 6 15 12 36 26 26 18
FFUP617ctxS1 CTX Escherichia coli 6 22 6 22 Si 16 Si 18Si 16 Si 26 24 54+7,4+>8,0
FFUP617
FFUP617atmS1 ATM 6 19 14 18 Si 12 Si 25Si 14 Si 26 24
FFUP618atmS1 ATM Escherichia coli 6 15 6 7 Si 10 Si 12Si 12Si 28 24 54+74+>80
FFUP618
FFUP618cazS1 CAZ 6 14 6 7 Si 11 Si 15Si 12 Si 30 26
FFUP619ctxsed1 CTX Escherichia coli 6 11 6 6 11Si 10 9Si 27 25 54+7,4+>8,0
FFUP619
FFUP619cazS1 CAZ Morganella morganii 6 6 6 15 11 na 19 15 19
FFUP620impsed1 IMP 6 6 6 6 10 10 8 9 6
FFUP620
FFUP620ctxS1 CTX 6 6 6 6 11 13 12 11 6
FFUP621 FFUP621cazS1 CAZ 6 19 12 19 15 30 17 29 6
FFUP622cazsed1 CAZ 6 7 8 11 12 22 28 22 19
FFUP622
FFUP622ctxsed1 CTX 12 12 12 17 16 na 34 32 22
FFUP623 FFUP623cazS1 CAZ 6 15 12 21 20 26 26 34 22

Legenda: Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2

antibiético mas impossivel de medir o halo de inibi¢do.

- antagonismo com FOX; A2 - antagonismo com AML; Sv - bactéria sensivel ao



Perfil de susceptibilidade aos antibiéticos B-lactamicos dos isolados bacterianos do lar FFUP6 (continuagao)

Antibidtico de L. Antibioticos B-lactamicos (halo de inibicdo em mm)
Amostra Isolado Seleccs Espécie pl
eleccao AML AMC XM CTX  CAZ  FEP ATM IMP FOX
FFUP624ctxS1 CTX Enterobacter aerogenes 6 10 6 6 Si 12 Si 10Si 6Si Sv 6 >8,0
FFUP624
FFUP624ctxS2 CTX 6 Sv 6 6 Si 14 Si 12 Si 6 Si Sv 6
FFUP628 FFUP628cazS1 CAZ 10 12 10 20 18 42 30 34 26
FFUP629cazS1 CAZ Sv Sv 22 Sv Sv Sv 7 Sv Sv
FFUP629
FFUP629ctxsed1 CTX 7 6 6 6 6 6 6 19 15
FFUP631cazS1 CAZ Morganella morganii 6 6 6 14 16 36 22 22 26
FFUP631
FFUP631ctxS1 CTX 6 6 8 16 A* 26 A* Sv 28 32 6
FFUP632 FFUP632cazsed1 CAZ 6 6 7 19 12 34 26 24 22
FFUP632ctxS1 CTX 14 12 12 20 18 S Sv Sv 24
FFUP634 FFUP634ctxS1 CTX Escherichia coli 6 18 6 8Si 16 Si 15Si 14 Si 26 24 7,4+>8,0
FFUP635ctxS2 CTX 6 7 6 20 28 na 18 28 20
FFUP635 FFUP635impS1 IMP 6 6 6 6 9 15 14 9 6
FFUP635cazsedl CAZ 6 6 6 7 14 16 16 12 6
FFUP637 FFUP637atmsed1 ATM Morganella morganii 26 6 16 18 22 Sv 32 6 18 54+7,6+>8,0
FFUP638ctxsedl CTX Escherichia coli 6 Sv 6 7 Si 16 Si 11Si 6Si 36 26 5,4+>8,0
FFUP638
FFUP638impsed2 IMP 6 9 6 9 24 19 14 28 6
FFUP639cazS2 CAZ Morganella morganii 12 13 8 16 16 40 6 32 22
FFUP639
FFUP639impS1 IMP 6 6 6 Sv 32 A* 32 27 28 6
FFUP641ctxsedl CTX Escherichia coli 6 7 6 7 Si 11Si 14 Si 14 Si 12 24 5,4+>8,0
FFUP641 FFUP641ctxS1 CTX 6 20 6 9 Si 15Si 13Si 14 Si 28 22
FFUP641impsed1 IMP 6 7 20 28 26 28 34 20 14

Legenda: Si - sinergismo com AMC (30ug); na - ndo avaliado; A* - antagonismo com IMP; A2 - antagonismo com FOX; A2 - antagonismo com AML; Sv - bactéria sensivel ao

antibiético mas impossivel de medir o halo de inibi¢do.



ANEXO VIII

Resultados da presenca da carbapenemase do tipo metalo-B-lactamase para os

isolados com perfil de resisténcia ao imipenemo.

Carbapenemo
Lar de Idosos Isolado (halo de inibigdo em mm)
Imipenemo Imipenemo/EDTA
FFUP301ctxS1 10 14
FFUP3 FFUP302cazsed3 10 15
FFUP308ctxS1 12 16
FFUP310cazsed2 7 11
FFUP525ctxS1 12 16
FFUP531impS3 6 26
FFUP532impS1 9 13
FFUP5 FFUP533impsedl 10 15
FFUP535cazS2 19 25
FFUP542cazS1 12 17
FFUP547impS1 10 15
FFUP602atmS1 11 16
FFUP613atmS1 11 16
FFUP6
FFUP620impsed1 10 18
FFUP635impS1 11 17

Legenda: Imipenemo/EDTA - disco de imipenemo com 10uL de EDTA (0,5M).



