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RESUMO 

A resistência das bactérias aos antibióticos é um problema recorrente que 
dificulta o tratamento de infecções causadas por bactérias. Alguns membros da 
família Enterobacteriaceae são responsáveis por carrear e disseminar diferentes 
mecanismos de resistência, entre estes está a capacidade de algumas bactérias em 
produzir enzimas como as β-lactamases. Tendo em vista esta problemática o 
objetivo do presente estudo foi detectar/identificar através de análises fenotípicas e 
genotípicas quais os genes de resistência presentes em amostras ambientais. Para 
tanto os primeiros ensaios realizados foram os fenotípicos: teste de Hodge 
Modificado (MHT), testes com inibidores como ácido fenilborônico (APB), EDTA e 
cloxacilina, e o teste confirmatório para Extended-Spectrum β-lactamase (ESBL). 
Foram isoladas 131 amostras as quais passaram por uma triagem inicial através do 
antibiograma, utilizando os antimicrobianos: cefotaxima (30µg), cefpodoxima (10μg), 
ceftazidima (30µg), ertapenem (10μg), meropenem (10μg), aztreonam ( 30μg). 
Destas, 62 amostras foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano as quais 
foram submetidas aos demais testes fenotípicos. Os resultados mostram que 40 
amostras apresentaram perfil positivo para pelo menos um dos testes fenotípicos. 
Estas 40 amostras foram submetidas a PCR Multiplex para detecção e 
caracterização dos principais genes de resistência à β-lactamases: β-lactamase de 
espectro extendido (ESBL), Carbapenemase e β-lactamase AmpC. Uma vez 
detectado os genes, foi realizado o sequenciamento dos amplicons para 
confirmação da presença dos mesmos. A relação clonal foi estabelecida utilizando 
XbaI através da Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE). Os resultados mostraram 
que em 85% dos isolados foi detectada a presença de genes de resistência, dentre 
os quais observamos as seguintes espécies: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella 
oxytoca, Enterobacter cloacae. A prevalência foi para os genes de β-lactamases 
com 77,5% (TEM, SHV e CTX-M) seguido por Carbapenemase (KPC e GES) com 
45% e AmpC (ACT/MIR) com 2,5%. Este foi o primeiro relato desses genes de 
resistência em isolados ambientais no município de Porto Alegre/RS. Oito amostras 
apresentaram três genes de resistência, quatorze amostras dois e 12 com um gene 
cada. A análise da eletroforese em campo pulsado mostrou uma relação clonal entre 
alguns isolados de K. pneumoniae que foram separados em três grupos diferentes 
(K1, K2, K3). Entre os isolados de Enterobacter sp. não foi possível estabelecer uma 
relação clonal. Fica claro com o trabalho a ocorrência e a capacidade de 
disseminação desses genes de resistência em amostras ambientais e o potencial 
risco à saúde da comunidade em geral, tornando-se um problema de saúde pública.  
 

 

1Tese de Doutorado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Instituto de Ciências Básicas da 
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ABSTRACT 

Bacteria resistant to antibiotics are a recurring problem which makes difficult the 
treatment of bacterial infections. Some members of the Enterobacteriaceae family 
are responsible for carrying and disseminating different mechanisms of resistance. 
Among them are strains which produce enzymes such as β-lactamases. In view of 
this problem the objective of this study was to detect / identify through phenotypic 
and genotypic analysis which resistance genes present in environmental isolates. For 
this the first trials were the phenotypic assys: Hodge test Modified (MHT), tests with 
inhibitors such as phenylboronic acid (APB), EDTA and cloxacillin, and confirmatory 
test for Extended-Spectrum β-lactamase (ESBL). In the first screening 131 isolates 
were submitted to antibiogram using following antimicrobials: cefotaxime (30μg), 
cefpodoxime (10mg), ceftazidime (30μg), ertapenem (10mg), meropenem (10mg), 
aztreonam (30μg). Out of 62 isolates were resistant to at least one antimicrobial were 
submitted to other phenotypic tests. The results show that 40 isolates show a positive 
profile for at least one phenotypic test. These 40 isolates were submitted to Multiplex 
PCR for detection and characterization of the major resistance genes for β-
lactamases: β-lactamase extended spectrum (ESBL), carbapenemase and β-
lactamase AmpC. Once detected the genes, the sequencing of amplicons were 
performed in order to confirm the presence of the genes. The clonal relationship was 
established using XbaI endonuclease using Pulsed Field Gel Electrophoresis 
(PFGE). The results showed that in 85% of the isolates the presence of resistance 
genes was detected, among which we observed the following species: Klebsiella 
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae. The prevalence was for the 
β-lactamase gene with 77.5% (TEM, SHV and CTX-M) followed by carbapenemase 
(KPC and GES) with 45%, and AmpC (ACT / MIR) with 2.5%. This was the first 
report where these resistance genes were detected in environmental isolates in the 
city of Porto Alegre/RS. Eight isolates had three resistance genes, fourteen isolates 
two genes and 12 with one gene. The analysis of pulsed field gel electrophoresis 
showed a clonal profile among some K. pneumoniae strains which were separated 
into three groups (K1, K2, K3). Among Enterobacter sp.  strains it was not possible to 
establish a clonal profile. It is clear from the work the occurrence and the ability of 
disseminate these resistance genes among environmental isolates and the potential 
health risk to the community and so becoming a public health problem. 

 
1Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de Ciências Básicas 

da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (101p.) April, 2016. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

       A resistência de bactérias aos antibióticos e outras drogas antimicrobianas 

é um fenômeno natural e de pressão seletiva, mas que devido ao seu uso 

indiscriminado e recorrente, tornou-se um problema de saúde pública. Os 

antimicrobianos são eliminados pelos humanos e animais e despejados no ambiente 

sem qualquer prevenção ou cuidado (Batista  et  al.,2007) sendo que, nem mesmo o 

tratamento de esgotos é capaz de eliminar estes compostos químicos. 

 Algumas espécies bacterianas possuem capacidade de adaptação para 

mudanças ambientais e conseguem sobreviver em condições desfavoráveis, 

frequentemente resultando no desenvolvimento de mutações que favorecem as 

espécies a sobreviverem nessas condições, como água de esgoto, de rio, de lago. 

Além disso, muitas bactérias estão em constante contato com genes itinerantes que 

se movem de uma célula bacteriana para outra, realizando troca de material 

genético (Kümerer, 2009b). 

Os antimicrobianos β-lactâmicos são o maior grupo de fármacos 

disponíveis para o consumo e o mais utilizado pelos profissionais de saúde contra 

uma série de doenças. Eles possuem um anel β-lactâmico central na sua estrutura, 

que é o sítio de ação onde as enzimas se ligam causando a sua inativação.  

As β-lactamases de espetro estendido (ESBL) são um grupo de enzimas 

capazes de hidrolisar penicilinas, a primeira, segunda e terceira geração das 

cefalosporinas e o aztreonam.   

As ESBL estão frequentemente localizadas em plasmídeos que também 

podem carregar resistência a outros antimicrobianos como aminoglicosídeos, 

trimetoprima, sulfonamidas, tetraciclinas e cloranfenicol (Rawat & Nair, 2010). 

Existe uma grande diversidade de β-lactamases e estas são encontradas em 
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bactérias que habitam os mais variados ambientes e estão expostas a diferentes 

pressões de seleções (Bush & Jacoby, 2010). 

As carbapenemases são enzimas produzidas por um grupo de bactérias 

inclusive as enterobactérias, onde conferem resistência aos carbapenêmicos, pois 

degradam o anel carbapenêmico existente nestes antibacterianos, além de inativar 

penicilinas, cefalosporinas e monobactâmicos (Meletis et al., 2010). Elas são 

classificadas como pertencentes a Classes A (KPC Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase, IMI, NMC, SME, GES, SFC), B (metaloenzimas: VIM, IMP, NDM, 

GIM, SPM) e D (OXA enzimas) (Nordmann et al., 2011). 

A resistência bacteriana aos antimicrobianos vem sendo relatada há 

muitos anos e é uma forma dos microrganismos sobreviverem a muitas 

adversidades nos ambientes onde se encontram, porém a resistência passa a ser 

um problema sério quando estamos tratando de bactérias multirresistentes 

causando enfermidades muitas vezes de difícil tratamento. O fato é que inicialmente 

bactérias resistentes eram comuns em ambientes hospitalares, no entanto hoje, com 

o advento da pesquisa é possível verificar que esses genes responsáveis pela 

disseminação de resistência têm se propagado entre as mais variadas bactérias. Isto 

também pode ser observado inclusive naquelas bactérias comuns em ambientes 

naturais como água, solo e com isso a resistência bacteriana tem se tornado um 

problema de saúde pública. Devido a essa problemática este trabalho visa detectar e 

identificar os genes de resistência presentes em amostras ambientais. Já que os 

antimicrobianos, uma vez lançados no ambiente de forma parcialmente degradada 

pelo organismo humano ou animal ou ainda in natura, propiciam um ambiente 

seletivo para os microrganismos em seu ambiente natural. Desse modo o estudo 

pode vir a elucidar as fontes de disseminação dos focos de resistência, podendo 
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contribuir com informações aos órgãos de saúde e de meio ambiente. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

Analisar e caracterizar isolados de Enterobacteriaceae, oriundos de 

amostras ambientais, quanto ao seu perfil de resistência aos antimicrobianos β-

lactâmicos e identificar a partir de técnicas moleculares quais os genes mais 

presentes. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

2.2.1 Analisar o perfil de resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos: 

cefalosporinas e aos carbepenêmicos; 

2.2.2 Detectar através de testes fenotípicos que utilizam inibidores os 

possíveis isolados carreadores de genes de resistência; 

2.2.3 Determinar a presença dos genes de resistência para as β-

lactamases: ESBLs, Carbapenemases e AmpC através da técnica 

da PCR Multiplex; 

2.2.4 Sequenciar os genes detectados das amostras positivas na PCR 

Multiplex; 

2.2.5 Identificar o perfil genético das bactérias positivas nos testes 

fenotípicos, através da técnica de tipagem molecular usando PFGE 

(Pulsed-Field Gel Electrophoresis Analysis). 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Enterobacteriaceae 

Enterobacteriaceae é um grande grupo de bactérias bastonetes Gram-

negativos, distribuídos nos mais variados ambientes, onde algumas espécies que 

pertencem a esta família fazem parte de microbiota intestinal de humanos e animais 

de sangue quente como é o caso da Escherichia coli. São patógenos humanos bem 

comuns e algumas espécies têm grande importância clínica como a Klebsiella 

pneumoniae, o Enterobacter cloacae e a Salmonella spp. Essas bactérias podem se 

disseminar rapidamente entre humanos (alimentos e água contaminados) e, ainda, 

adquirirem material genético (plasmídeos e/ou transposons) através transferência 

horizontal de genes (Nordmann et al., 2011). Fisiologicamente, são capazes de 

fermentar glicose com produção de gás, catalase positivo, oxidase negativa e não 

formam esporos. 

As enterobactérias são responsáveis por muitas infecções, seja de origem 

hospitalar ou não o que acaba afetando uma grande variedade de hospedeiros (Little 

et al., 2012; Nordmann et al., 2013).  

 

3.2 Resistência a antimicrobianos 

O primeiro relato que microrganismos poderiam ser inibidos por produtos 

produzidos por outros microrganismos foi feito por Louis Pasteur em 1877, que 

observou o Bacillus anthracis sendo inibido por um contaminante. Em 1929, Fleming 

constatou a lise de Staphylococcus aureus por um fungo Penicillium notatum e dez 

anos depois a substância produzida por este microrganismo foi purificada, 

identificada e denominada de penicilina (Kümerer, 2009a). 

Desde a descoberta da penicilina, os antibióticos e outros agentes 
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antimicrobianos tem sido utilizados em tratamentos de infecções causadas por 

microrganismos (Martins, et al., 2013). O termo antibiótico é usado também para os 

produtos com atividade contra fungos e parasitas (Kümerer & Henninger, 2003).   

Os antibióticos são divididos em diferentes classes de acordo com a sua 

estrutura química e mecanismos de ação, podendo ser β-lactâmicos, quinolonas, 

tetraciclinas, macrolídeos, sulfonamidas entre outros (Kümerer, 2009a).  

Desde os anos 50, antibióticos de espectro estendido, incluindo 

penicilinas e cefalosporinas (β-lactâmicos), tem sido usados para tratamentos de 

infecções causadas por bactérias da família Enterobacteriaceae (Zhou et al., 2013), 

mesmo sem haver, há mais de duas décadas, nenhum β-lactâmico realmente novo 

(Suárez & Gudiol, 2009). 

O processo da aquisição de resistência pelas células bacterianas pode 

ser genericamente dividido em duas grandes etapas: 1) reorganização da membrana 

e sua permeabilidade e 2) mudanças genéticas (Martins, et al., 2013). 

Bactérias Gram-negativas tem uma proteção extra devido a presença da   

membrana externa, por este fato alguns antibióticos não são eficazes contra esse 

grupo como são contra as bactérias Gram-positivas. A permeabilidade dessa 

membrana pode ser regulada por uma ação conjunta entre as porinas e as bombas 

de efluxo (Martins, et al., 2013).  

A resistência das diversas espécies bacterianas aos antimicrobianos, 

pode variar entre países, regiões e de acordo com a origem do microrganismo, que 

pode ser hospitalar ou comunitária e pode ser um fenômeno genético ou não. Os 

fenômenos genéticos que estão relacionados com a existência de genes ou 

elementos móveis (plasmídeos, transposons e integrons) presentes nos 

microrganismos que codificam diferentes mecanismos bioquímicos que impedem a 
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ação das drogas é chamada de resistência adquirida (Chroma & Kolar, 2010). Os 

plasmídeos são elementos extra cromossomais de DNA circular presentes em 

bactérias capazes de se replicar independente do hospedeiro (Mathers et al., 2015). 

Dessa forma, a resistência proveniente de alterações fisiológicas ou estruturais pode 

ser levada a diversos ambientes e de diversas formas, principalmente através da 

transferência horizontal de genes de resistência dentro dos plasmídeos (Mathers et 

al., 2015), afetando os mais variados organismos sejam eles aquáticos e/ou 

terrestres (Kümerer, 2009b).  

O fenômeno não genético é aquela resistência que ocorre de forma 

natural dentro de uma espécie ou gênero bacteriano, sendo a chamada resistência 

intrínseca ou natural (Chroma & Kolar, 2010).  Em alguns casos, a resistência 

natural a um determinado antibacteriano é uma característica indispensável à 

autodefesa e proteção dos microrganismos produtores de antibióticos, sendo esses 

produzidos frente à competição com outras bactérias pelo mesmo habitat (Brigotti et 

al., 2010). 

A resistência também está presente em muitas comunidades em 

ambientes naturais, onde muitos microrganismos não podem ser cultivados em 

laboratório, mas que podem possuir uma diversidade molecular muito grande e, 

portanto, deveriam ser investigados (Henriques, et al., 2006). 

Há três principais formas estratégicas que os microrganismos podem 

desenvolver resistência às drogas: 1) produzindo uma enzima que destrua o 

antimicrobiano; 2) alterando o alvo molecular de ligação do antimicrobiano; 3) 

evitando a chegada do antimicrobiano ao alvo (através de bombas de efluxo ou 

permeabilidade de membrana). De forma geral, após o microrganismo encontrar a 

sua melhor estratégia, os novos genes que conferem resistência, são disseminados 
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entre aqueles de sua espécie e até mesmo para microrganismos de outras espécies 

(Sundsjord et al., 2004), caso o gene esteja localizado dentro de um elemento móvel 

como o plasmídeo. Em bactérias Gram-negativas o mais comum é uma combinação 

das estratégias 1 (através da produção de enzima) e 3 (bomba de efluxo ou 

permeabilidade de membrana) (Rawat & Nair, 2010). 

As resistências aos β-lactâmicos, em alguns casos, podem estar 

associada a diminuição da permeabilidade da membrana externa com super 

expressão de β-lactamases ou expressão de carbapenemase (Nordmann et al., 

2011). 

  

  3.3 Resistência a antimicrobianos fora do ambiente hospitalar 

       A preocupação com a crescente resistência de bactérias patogênicas no 

meio ambiente, e os seus efeitos ecotóxicos já vêm sendo discutida (Kümerer, 2004) 

e cada vez mais a resistência aos antibióticos é vista como um problema ecológico e 

de saúde pública. Os antimicrobianos podem ser mais ou menos metabolizado por 

humanos e/ou animais, podendo após o seu uso ser o mesmo excretado para os 

efluentes e a parte não-metabolizada é liberada como um composto ainda ativo 

(Kümerer, 2009a). 

Com o passar do tempo, diversos artigos têm relatado a ocorrência do 

bactérias resistentes a antimicrobianos β-lactâmicos nos mais variados ambientes: 

arroio (Oliveira et al., 2015), efluente hospitalar (Chagas et al., 2010; Chouchani et 

al., 2011; Korzeniewska & Harnisz, 2013; Oliveira & Van Der Sand, 2016) esgoto 

municipal (Korzeniewska et al., 2013; Amos et al., 2014;), animais (Hernandez et al 

2013; Loncaric et al., 2013; Woodford et al., 2014), ambiente antártico (Hernández et 

al., 2012). E muitos desses estudos citados acima também relatam a ocorrência de 
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genes de resistência.  

 

3.4 Antibiótico β-lactâmicos 

Os antibióticos deste grupo possuem em sua estrutura química um anel β-

lactâmico (Figura 01). Os β-lactâmicos são altamente específicos e atóxicos para as 

células hospedeiras e compreendem os seguintes compostos: as penicilinas 

(naturais ou semi-sintéticas) que atuam ligando-se irreversivelmente a diversas 

enzimas  transpeptidases  conhecidas  como  Penicillin  Binding  Proteins (proteínas 

ligadoras de penicilinas) – PBPs, resultando em uma parede celular mais  fraca;  as  

cefalosporinas (naturais ou semi-sintéticas) atuam da mesma forma que as 

penicilinas, porém em alguns casos de maneira mais eficiente; os monobactâmicos 

agem ligando-se a PBP3, impedindo a divisão celular e com isso a síntese da  

parede  celular  e  podem  induzir  a  filamentação;  e os carbapenêmicos que ligam-

se a PBP1, causando a inibição da elongação celular e a posterior lise da célula, e 

PBP2 alterando a forma celular (Kohanski et al., 2010; Rawat & Nair, 2010). 

 

 

Figura 01- Estrutura química dos antibióticos β-lactâmicos. (Modificado de 
Suárez & Gudiol, 2009) 
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A expressão de genes de resistência pode depender de um estímulo 

externo, que é a chamada resistência indutiva, onde é necessário um estímulo, por 

exemplo, a produção de β-lactamase por microrganismos quando expostos aos 

antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos (Koneman et al., 2001). 

Os carbapenêmicos são β-lactâmicos de amplo espectro, estáveis frente 

a β-lactamase (Ferreira, 2011) por isso muitas vezes é a opção terapêutica utilizada 

no tratamento de infecções graves causadas por enterobactérias carreadoras de β-

lactamase, AmpC e ESBLs. 

 

3.5  β-lactamase de espectro estendido (ESBL) 

As enzimas β-lactamases são muito antigas, existem estimativas que elas 

originaram-se há mais de 2 bilhões de anos (Jacoby, 2009). As ESBLs são 

tipicamente β-lactamases que hidrolisam penicilinas, cefalosporinas e aztreonam e 

as famílias mais frequentemente encontradas são as CTX-M, SHV e TEM (Thomson, 

2010). 

As β-lactamases de espectro estendido (ESBL) representam o primeiro grupo 

no qual a resistência mediada pela β-lactamase é resultado de mudanças no 

substrato da enzima. Este mecanismo de resistência é o mais comum e preferencial 

em bactérias Gram-negativas (Paterson & Bonomo, 2005; Bush & Jacoby, 2010; 

Rawat & Nair, 2011), mas também se observa em algumas bactérias Gram-positivas 

(Henriques et al., 2006), tanto de origem animal como humana (Li  et al., 2007). 

Isolados de enterobactérias comunitárias que produzem ESBLs e capazes de 

causar hidrólise nas cefalosporinas (tratamento preferencial para muitas doenças 

infecciosas), excluindo os carbapenêmicos, vêm aumentando em todo o mundo 

(Nordmann et al., 2011). 
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A família das enzimas TEM são derivadas de TEM-1 e TEM-2.  O seu nome é 

originário do nome da uma paciente (Temoniera) na Grécia, de quem uma E. coli foi 

isolada de amostra de sangue (Paterson & Bonomo, 2005, Dropa, 2006). 

Atualmente, muitas β-lactamases já foram descritas e a maioria delas são ESBLs 

(Jones et al., 2009). Essas ESBLs são responsáveis por um alto índice de 

resistência à ampicilina em E. coli, penicilina e algumas cefalosporinas em 

Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae (Braford, 2001). As ESBLs estão 

presentes em várias cepas integrantes da família das Enterobacteriaceae e 

acabaram se disseminando para outros patógenos Gram-negativos.  

O tipo SHV de ESBL é assim chamado, pois seu nome está relacionado com 

as "variações na sulfidrila". A alteração que ocorre no gene blaSHV originando 

fenótipos ESBL é a substituição de uma serina por uma glicina na posição 238 do 

gene (Braford, 2001). Mais de 112 SHVs já foram identificadas, mas nem todas são 

ESBLs, e podem ser encontradas no cromossomo de K. pneumoniae ou em 

plasmídeos na E. coli (Braford, 2001; Jones et al., 2009). 

As enzimas tipo CTX-M não possui o mesmo ancestral comum dos tipos TEM 

e SHV e estão apresentando uma rápida propagação entre as causas de infecções 

causadas por ESBLs em todo o mundo (Livermore, 2009; Braford., 2001). CTX-M 

possuem atividade contra ceftriaxona e cefotaxima, mas o fenótipo de resistência 

apresentado não é universal para todos os microrganismos produtores das enzimas 

CTX-M. Esse fenótipo pode variar desde a produção de β-lactamases adicionais ou, 

ainda, mutações alterando a especificidade do substrato das enzimas CTX-M o que 

pode mascarar a sua presença (Edelstein et al., 2003). Com isso, o tipo CTX-M 

torna-se o tipo mais propagado globalmente de ESBL em amostras de 

enterobactérias clínicas ou comunitárias (Nordmann & Poirel, 2014). 
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3.6 Resistência a Carbapenêmicos 

A disseminação de resistência aos antimicrobianos carbapenêmicos 

ocorre devido à produção de enzimas carbapenemases (Zhou et al., 2013).  

As enzimas carbapenemases têm sido relatadas como causadoras de 

resistência em muitos membros da família das enterobactérias, sendo a Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase (KPC, classe A) a mais disseminada nesta família de 

bactérias (Giakkoup et al., 2011). Nessa classe de enzimas ainda encontram-se: 

Verona integron-encoded metallo-β-lactamase (VIM, classe B), Imipenemase (IMP, 

classe B), Nova Delhi metalo-β-lactamase (NDM, classe B) e Oxacilinase-48 (OXA-

48, classe D) (Hong et al., 2012; Nordmann et al., 2012a). Elas são diversas e 

responsáveis por hidrolisar os carbapenêmicos, quase todos os β-lactâmicos exceto 

o aztreonan, MBL e outros compostos (Thomson, 2010; Birgy, et al., 2012; Cantón et 

al., 2012). Essa resistência pode ser devido à aquisição de plasmídeos portadores 

de genes de resistência  (mais comum), como a KPC, ou resistência cromossômica 

(Little et al., 2012). 

Essas diferentes enzimas estão muito relacionadas com a resistência a 

antibióticos e em organismos com perfil mais resistente, como é o caso da 

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. que ao adquirirem uma 

carbapenemase, podem se tornar vetores de transmissão dessas enzimas a alguns 

membros da família Enterobacteriaceae (Thomson, 2010). Por isso, a grande 

preocupação com as enzimas transmissíveis e não tanto com as cromossômicas já 

que essas últimas podem ocorrer em microrganismos menos comuns como 

Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas spp., Chyseobacterium spp., entre outros 

(Thomson, 2010). 

A resistência devido à produção de carbapenemase em diversos isolados, 
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frequentemente, está acompanhada de outro fator de resistência (Cantón et al., 

2012) como a produção de ESBLs (Nordmann et al., 2011). Outro ponto importante 

quanto à produção dessas enzimas em bactérias é que devemos observar até 

mesmo os perfis de suscetibilidade e suscetibilidade intermediária como possíveis 

produtores de carbapenemases (Dienstmann et al., 2010; Nordmann et al., 2012). 

As carbapenemases são encontradas preferencialmente em K. 

pneumoniae seguidos de E. coli e nas demais enterobactérias (Cantón et al., 2012). 

Os tipos mais frequentemente encontrados em isolados clínicos e ambientais de 

enterobactérias são as NDM, OXA-48 e KPC (Nordmann & Poirel, 2014) 

Fenótipos de resistência aos carbapenêmicos também podem ser 

atribuído ao aumento de produção de ESBLs e AmpC β-lactamases ocorrendo 

conjuntamente com falha na permeabilidade da membrana externa e bombas de 

efluxo e/ou perda ou mutação de porina (Bush, 2013). 

 

3.6.1  Carbapenemase Classe A 

As carbapenemases da classe A, hidrolisam todos os β-lactâmicos e sua 

atividade pode ser inibida parcialmente por ácido clavulânico, tazobactam e ácido 

borônico (Nordmann et al., 2013). Ainda, hidrolisam as penicilinas e cefalosporinas 

mais eficientemente que os carbapenêmicos (Bush, et al., 1995). Importante 

salientar que, infecções causadas por bactérias que produzem carbapenemases 

estão associadas a altas taxas de mortalidade e falhas no tratamento (Lee & 

Bugess, 2012). 

Nesta classe, estão incluídas as famílias KPC, IMI e SME e as enzimas 

NMC-A e algumas GES; e estas podem ser produzidas por membros da família 

Enterobacteriaceae (Thomson, 2010). As famílias IMI, NMC-A e SME são 
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codificadas por genes localizados no cromossomo, o que pode contribuir para sua 

menor propagação (Queenan & Bush, 2007). A GES se diferencia das três últimas 

pela substituição de apenas dois aminoácidos e os genes que a codificam estão 

localizados em integrons ou plasmídeos (Queenan & Bush, 2007).  

A família KPC está amplamente distribuída no mundo, onde a KPC-2 e a 

KPC-3 são as mais predominantes (Andrade, et al., 2011). Essa família possui maior 

poder de propagação nesta classe, devido à sua localização em plasmídeos e, 

também, por ser mais frequente em K. pneumoniae, um microrganismo muito ágil 

em acumular e transferir mecanismos de resistência (Queenen & Bush, 2007). 

Enterobactérias com blaKPC são, com frequência, microorganismos multirresistentes, 

apresetando resistência aos aminoglicosídeos, fluoroquinolonas e cotrimoxazol 

(Poirel et al., 2007; Mathers et al., 2015).  

  

3.6.2  Carbapenemase Classe B 

As metalo-β-lactamases são capazes de hidrolisar todos os β-lactâmicos 

exceto o aztreonam e somente podem ser inibidas por quelantes de zinco, como o 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e o ácido dipicolínico (Mathers et al., 2015). 

Os inibidores de uso clínico e comercial como ácido clavulânico, tazobactam e 

sulbactam, não conseguem afetar sua atividade (Nordmann et al., 2013). O seu 

mecanismo de hidrólise é dependente de uma interação entre o β-lactâmico e íons 

de zinco em seu sítio ativo (Nordmann et al., 2012 B; Queenan & Bush, 2007). 

Devido a sua propagação, as MBLs são consideradas como um potencial problema 

de saúde pública, já que são poucas as opções terapêuticas contra microrganismos 

carreadores desses genes (Mayer et al., 2012). 

As metalo-β-lactamases incluem NDM, VIM e IMP e a SPM-1 esta última 
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descrita pela primeira vez em São Paulo (Toleman et al., 2002). Têm sido 

encontradas em alguns membros da família Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e A. 

baumanii (Thomson, 2010). Outros membros desta família são GIM e SIM, cujos 

genes estão localizados em integrons e quando estes genes estão associados a 

plasmídeos ou transposons, sua transferência se torna fácil (Queenan & Bush, 

2007).  

 

3.6.3  Carbapenemase Classe D 

As oxacilinases são capazes de hidrolisar penicilinas e carbapenêmicos, 

mas não conseguem hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro (cefotaxima, 

ceftriaxona, ceftazidima e cefepime) (Nordmann et al., 2012b) ou, quando 

hidrolisam, o fazem até uma determinada concentração (Tängdén & Giske, 2015). 

Sua atividade pode ser inibida in vitro pelo NaCl e os inibidores de uso clínico 

também não tem efeito (Nordmann et al., 2012b).  

As OXAs (os membros dessa família são referidos dessa maneira) que 

são comumente produzidas por Acinetobacter spp., são codificadas por genes 

localizados em plasmídeos (Queenan & Bush, 2007). Estas enzimas também têm 

sido detectadas em P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli (Thomson, 2010)  Nas 

enterobactérias o tipo de enzima mais comumente encontrado é o OXA-48 e ainda o 

OXA-163 que tem sido identificado em alguns países da América do Sul (Mathers et 

al., 2015). Cabe ressaltar que o tipo OXA-48 não é encontrado em bactérias não 

fermentadoras, portanto não estando relacionado com as OXAs encontradas em 

Acinetobacter spp. (Tängdén & Giske, 2015). 
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3.7 β-lactamase AmpC, Classe C 

A filogenia indica que as enzimas AmpC e β-lactamase das classes A e D 

divergiram de um ancestral comum, mas que as AmpCs antecederam a esta 

divergência (Jacoby, 2009). 

A superexpressão constitutiva de β-Lactamases AmpC em organismos 

Gram-negativos pode ocorrer tanto pela desregulação do gene cromossômico ampC 

ou por aquisição de um gene ampC através de um elemento móvel (plasmídeo) 

(Pérez-Pérez & Hanson, 2002). Algumas variedades das famílias de AmpC, 

determinadas por genes cromossômicos, podem ser possíveis progenitores das 

enzimas determinadas por genes em plasmídeos (Jacoby, 2009).  

As β-lactamases AmpC, tanto cromossomal (quando hiperproduzida) 

quanto mediada por plasmídeo, hidrolisam penicilinas, cefalosporinas de espectro 

estreito e estendido e cefamicinas e não são inibidas por ácido clavulânico, 

sulbactam e tazobactam (Jacoby, 2009; Thomson, 2010). Estas enzimas têm sido 

encontradas em vários membros da família Enterobacteriaceae como Klebsiella 

spp., Salmonella spp., Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Proteus 

mirabilis e E. coli (Jacoby, 2009). As β-lactamases AmpC possuem vários 

integrantes, mas as mais encontradas são as das famílias CMY, FOX e DHA e estão 

sempre associadas a multirresistência (Thomson, 2010), dentre essas, a enzima 

AmpC mais comum é CMY-2 (Jacoby, 2009). 

Os plasmídeos carreadores de genes para β-lactamases AmpC podem 

carrear outros genes para resistência de aminoglicosídeos, cloranfenicol, 

quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas e ainda outras β-lactamases como TEM, 

SHV e CTX-M (Jacoby, 2009). 
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3.8 Metodologia fenotípica para detecção de bactérias produtoras de enzimas 

de resistência 

Com o aumento da propagação e disseminação de genes de resistência 

vêm a urgência em identificar nos laboratórios clínicos e de pesquisa quais os 

mecanismos envolvidos nessa falha terapêutica aos β-lactâmicos. Uma opção 

barata, acessível que serve como opção às técnicas moleculares, são os métodos 

fenotípicos para detecção da produção de diversas β-lactamases, dentre esses se 

destacam o teste de Hodge Modificado (MHT), uma variação deste teste recém 

publicado é o teste de Hodge com o uso de Triton (THT) (Pasteran et al., 2015) e os 

testes de disco difusão (DD) com o uso de inibidores (Giske et al., 2010; Birgy et al 

2012; CLSI, 2012; Nota técnica/ANVISA, 2013). Nesse sentido existem diversos 

trabalhos com amsotras clínicas ou não fazendo o uso destes testes (Korzeniewska 

et al., 2013; Willems et al., 2013; Ribeiro et al., 2014; Stalder et al., 2014) e 

avaliando sua eficácia, sensibilidade e especificidade (Pasteran et al., 2009; 

Pasteran et al., 2010; Garrec et al., 2011; Osei Sekyere et al., 2015). Alguns desses 

testes também foram aplicados em Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria muitas 

vezes responsável por um alto índice de mortalidade (Inacio et al., 2014). 

 

3.9  Disseminação de genes de resistência no Brasil 

Até o momento, mais de 430 ESBL já foram caracterizadas no mundo, 

havendo descrição de muitas delas no Brasil. A disseminação dessas enzimas e o 

surgimento constante de novas variantes ocorrem de maneira muito rápida e 

desordenada. No Brasil, a produção de ESBL em Enterobacteriaceae é crescente, já 

que diversos tipos têm sido identificados no país: TEM, SHV, CTX-M, OXA, BES, 

GES e VEB (Silva & Lincopan, 2012).  
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A detecção de β-lactamases como ESBLs e carbapenemases tem sido 

relada em pesquisas em diferentes estados do Brasil tais como: Amazonas (Ferreira 

et al., 2011), Goiás (Santos et al., 2008), Maranhão (Carmo, et al., 2012), Minas 

Gerais (Mirarini, et al, 2007), Paraná (Nogueira et al., 2006; Pasta et al., 2008), 

Pernanbuco (Monteiro, et al., 2009; Pavez, et al., 2009), Rio de Janeiro (Bonnet, et 

al., 2000), Rio Grande do Sul (Freitas, et al., 2003; Dienstmann, et al., 2010; 

Andrade et al., 2011; Meyer & Picoli, 2011; Oliveira et al., 2009; Oliveira, 2011; 

Ribeiro et al., 2012; Ribeiro, et al., 2013; Ribeiro et al., 2014), Santa Catarina 

(Zavascki et al., 2010), São Paulo (Dropa et al., 2009). 

Com o aparecimento de novas variantes e o aumento da prevalência de 

ESBL em isolados de origem comunitária, ambiental e em alimentos de origem 

animal têm se demonstrado a complexidade em estabelecer a origem da resistência 

(Silva & Lincopan, 2012). 

Oliveira (2011) detectou  a presença resistência a ESBL (blaTEM, blaSHV e 

blaCTX-M) em amostras ambientais Gram-negativas.  

Como as pesquisas na área ambiental são reduzidas, esse trabalho vem 

colaborar na elucidação dos possíveis mecanismos de resistência disseminados no 

meio ambiente e se estes são os mesmos encontrados em ambientes clínicos e 

hospitalares. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Bacteriologia do 

Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Imunologia do Instituto de Ciências 

Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil. 

Um total de 131 isolados ambientais provenientes de esgoto hospitalar, 

água de rio (Rio dos Sinos), água de esgoto doméstico e pluvial (Arroio Dilúvio), 

compostagem (Departamento Municipal de Limpeza Urbana- DMLU) que fazem 

parte da coleção do Laboratório de Microbiologia da UFRGS, foram utilizadas neste 

estudo. Todas os isolados pertencem à família Enterobacteriaceae.  

 

4.1 Análises Fenotípicas 

 

4.1.1 Teste de resistência a antimicrobianos-triagem: 

O teste de resistência aos antimicrobianos foi realizado seguindo as 

normas preconizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) 

utilizando o método de difusão em disco de Kirby-Bauer. Cada isolado foi inoculado 

em TSB e incubado em estufa a 37°C até alcançar uma turbidez equivalente a 0,5 

na escala de MacFarland (aproximadamente 108 UFC/mL). A amostra foi então 

semeada com o auxilio de um suabe estéril em placas contendo meio ágar Müller 

Hinton. Os discos contendo os antimicrobianos foram distribuídos sobre as placas e 

as mesmas foram incubadas a 35 ± 2°C por 16/18h. Após esse período foi realizada 

a medida dos halos de inibição.  Para a validação do teste foi utilizada a linhagem 

padrão Escherichia coli ATCC 25922. Os antimicrobianos que foram utilizados: 

cefotaxima (30µg), cefpodoxima (10μg), ceftazidima (30µg), ertapenem (10μg), 
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meropenem (10μg), aztreonam (30μg). Os experimentos foram realizados em 

triplicata. 

 

4.1.2 Análises fenotípicas para detecção de β-lactamase 

As amostras que apresentaram resistência a algum dos antimicrobianos 

no método de difusão em disco foram submetidas aos demais testes fenotípicos. 

 

4.1.2.1 Teste de Hodge Modificado (MHT) 

Os isolados que apresentaram perfil intermediário ou resistente para o 

ertapenem e ou meropenem no antibiograma foram selecionados para a detecção 

de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e outras carbapenemases pelo 

ensaio MHT.  

Uma cepa de E. coli (25922) ATCC foi inoculada em caldo caldo triptona 

de soja (TSB) e incubado em estufa a 35°C ± 2 até alcançar uma turbidez 

equivalente a 0,5 na escala de McFarland. Placas contendo meio de cultura ágar 

Müller Hinton foram semeadas com com esse caldo com o auxílio de um suabe. No 

centro da placa foi disposto um disco de antibiótico carbepenêmico (meropenem) e a 

partir deste foram realizadas estrias com o isolado a ser testado e, posteriormente, 

incubado overnight (16-20h) a 35°C ±2. Como resultado positivo observa-se uma 

zona de inibição distorcida. A interpretação foi realizada como preconiza o CLSI 

(CLSI, 2012). 

 

4.1.2.2 Testes fenotípicos para detecção de ESBLs, AmpCs e 

Carbapenemase: 

Para todos os testes fenotípicos a seguir o método de inoculação, diluição e 

semeadura foram  os mesmos trocando somente o inibidor  (Tabela 01). Portanto, os 
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isolados foram inoculados em solução salina 0,9% até alcançar uma turbidez 

equivalente a 0,5 na escala de McFarland. A amostra foi então semeada com o 

auxilio de um suabe estéril em placas contendo meio ágar Müller Hinton. Os discos 

de antimicrobianos utilizados nos testes de detecção foram o imipenem e o 

meropenem com e sem inibidor, enquanto que para o teste de confirmação de ESBL 

os antimicrobianos utilizados foram a ceftazidima e a cefotaxima com e sem o 

inibidor. Os discos foram então distribuídos na placa, um ao lado do outro e 

incubados em estufa por 16-18h a 35°C ±2. 

 

Tabela 01. Testes fenotípicos e seus respectivos inibidores. 
Testes fenotípicos Inibidor 

Teste fenotípico para detecção de 
carbapenemases 

Ácido fenilborônico 40mg/mL 

Teste fenotípico para detecção de Metalo-β-
lactamase (MBL) 

Ácido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 0,1 M 

Teste fenotípico para detecção de AmpC Cloxacilina 75mg/mL 
Teste fenotípico para confirmação de Extended-

Spectrum β-lactamase (ESBL) 
Ácido clavulânico 

Fonte: Nota técnica/ANVISA, 2013; CLSI,2012. 
 

4.2  Análises Genotípicas 

 

4.2.1 Extração de DNA: 

A extração de DNA foi realizada de acordo com as indicações do 

fabricante  do Kit de extração Wizard Genomic DNA purification (Promega). 

 

4.2.2 Identificação molecular das amostras por sequenciamento da região 

16S rDNA: 

Os isolados que apresentaram resultado positivo em algum dos testes 

fenotípicos foram submetidos à identificação molecular em nível de espécie através 

da amplificação da região 16S rDNA pela técnica da reação em cadeia da 
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polimerase (PCR). Os primers utilizados encontram-se descritos na Tabela 02.  As 

condições de amplificação foram realizadas de acordo com Garbeva et al., (2003).  

Os produtos de PCR foram observados em gel de agarose 1% corado 

com brometo de etídeo (10mg/mL). O marcador Ladder 100pb foi utilizado para 

verificar se o tamanho do fragmento amplificado através da PCR está de acordo com 

o esperado. 

Os produtos amplificados foram purificados com o kit PureLink Quick Gel 

Extraction & PCR Purification e encaminhados para sequenciamento na empresa 

Ludwig Biotecnologia. 

 

Tabela 02- Oligonucleotídeos iniciadores que foram utilizados para o 

sequenciamento da região 16S rDNA dos isolados 

Nome Sequência (5'-3') Tm Posição ** Referência 

BacPaeF (pA*) AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 54,3°C 8-28 Stackebrandt & 

Liesack (1993) 

Bac1542R 

(1542R*) 

AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC 56,7°C 1525-1542 Edwards et al., 

1989 

* nome citado na referência; ** com base em E. coli 

 

4.2.3 Identificação molecular dos genes de resistência aos β-lactâmicos: 

Os isolados foram submetidos à identificação dos genes de resistência 

através da técnica da reação em cadeia da polimerase (Multiplex PCR). Os primers 

utilizados foram descritos por Dallenne et al., (2010) (Tabela 03). Os autores 

desenharam os primers para PCR Multiplex abrangendo as mais importantes 

classes de β-lactamases em Enterobacteriaceae. As condições de amplificação 

utilizadas seguiram a informação disponibilizada pelos mesmos autores. 

Para confirmar e identificar os genes de β-lactamase que foram 

amplificados através da PCR Multiplex, foi realizado a análise das sequências dos 
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amplicons de DNA. Para tanto os amplicons foram purificados com o kit PureLink 

Quick Gel Extraction & PCR Purification- Invitrogem e encaminhados para 

sequenciamento na empresa Ludwig Biotec usando o equipamento ABI-Prism 3500 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

 

4.2.4 Pulsed-Field Gel Electrophoresis analysis (PFGE): 

A análise da similaridade genética dos isolados positivos para β-

lactamase foi realizada através da análise de macrorrestrição de DNA usando a 

enzima XbaI (Promega) seguido de eletroforese em campo pulsado (PFGE), 

utilizando o CHEF DRII apparatus (Bio-Rad). Os resultados foram analisados através 

do software BioNumerics v. 6.5 (Applied Maths). Os dendrogramas foram 

construídos usando o Coeficiente de Dice, com similaridade de 85% tolerância de 

1,5% e otimização de 1,5%.  
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Tabela 3- Oligonucleotídeos iniciadores para as reações de PCR 

Multiplex: 

Nome β-lactamases* Sequência (5’-3’) Posição de 
anelamento 

Temperatura 
de 

anlamento 

Multiplex I 

TEM 
CATTTCCGTGTCGCCCTTATTCf 
CGTTCATCCATAGTTGCCTGACr 

13-34 
812-791 

60°C SHV 
AGCCGCTTGAGCAAATTAAACf 
ATCCCGCAGATAAATCACCACr 

71 91 
783-763 

OXA 
GGCACCAGATTCAACTTTCAAGf 
GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTGr 

201-222 
764-743 

Multiplex 
II 

CTX-M 

Grupo 1 
TTAGGAARTGTGCCGCTGYAf 

CGATATCGTTGGTGGTRCCATr 
61-80 

748-728 

60°C 
Grupo 2 

CGTTAACGGCACGATGACf 
CGATATCGTTGGTGGTRCCATr 

345-362 
748-728 

Grupo 9 
TCAAGCCTGCCGATCTGGTf 
TGATTCTCGCCGCTGAAGr 

299-317 
859-842 

Grupo 8 
AACRCRCAGACGCTCTACf 

TCGAGCCGGAASGTGTYATr 
172-189 
497-479 

Multiplex 
III 

AmpC 

ACC 
CACCTCCAGCGACTTGTTACf 
GTTAGCCAGCATCACGATCCr 

744-763 
1089-1070 

60°C 

FOX 
CTACAGTGCGGGTGGTTTf 
CTATTTGCGGCCAGGTGAr 

396-413 
557-540 

MOX 
GCAACAACGACAATCCATCCTf     

GGGATAGGCGTAACTCTCCCAAr 
3-23 

900-879 

DHA 
TGATGGCACAGCAGGATATTCf 
GCTTTGACTCTTTCGGTATTCGr 

113-133 
1109-1088 

CMY 
CGAAGAGGCAATGACCAGACf 
ACGGACAGGGTTAGGATAGY 

570-589 
1107-1088 

ACT e MIR 
CGGTAAAGCCGATGTTGCGf 
AGCCTAACCCCTGATACAr 

189-207 
871-854 

Multiplex 
IV 

GES 
AGTCGGCTAGACCGGAAAGf 

TTTGTCCGTGCTCAGGATr 
463-481 
861-844 

60°C PER 
GCTCCGATAATGAAAGCGTf 
TTCGGCTTGACTCGGCTGAr 

325-343 
844-826 

VEB 
CATTTCCCGATGCAAAGCGTf            
CGAAGTTTCTTTGGACTCTGr 

187-206 
834-815 

Multiplex 
V 

Carbape-
nemase 

GES 
AGTCGGCTAGACCGGAAAGf 

TTTGTCCGTGCTCAGGATr 
463-481 
861-844 

57°C 
OXA-48 

GCTTGATCGCCCTCGATTf 
GATTTGCTCCGTGGCCGAAAr 

230-247 
490-510 

Multiplex 
VI 

Carbape-
nemase 

IMP 
TTGACACTCCATTTACDGf 

GATYGAGAATTAAGCCACYCTr 
194-211  
332-313  

55°C VIM 
GATGGTGTTTGGTCGCATAf  
CGAATGCGCAGCACCAGr 

151-169 
540-524 

KPC 
CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGCf 

ACGACGGCATAGTCATTTGCr 
209-230 
746-727 

*- β-lactamases e suas variantes; f- Primer foward; r- Primer reverse 
Referência: Dallenne et al., (2010). 
 
 
 
 
 

 



25 

 

 

5. ARTIGOS 

 

5.1 Artigo 1- Aceito para publicação na Current Microbiology. 

 

Phenotypic Tests for the detection of β-lactamases producing 

Enterobacteriaceae isolated from different environments. 

 

Doi: 10.1007/s00284-016-1036-6 
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5.2      Artigo 2- Enviado para publicação na revista Microbial Ecology 
 
 
 

Genetic background of β-lactamases in Enterobacteriaceae isolates from 

environmental samples 
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6. DISCUSSÃO GERAL 

 

Com os resultados obtidos neste trabalho foi possível evidenciar a 

disseminação de genes de resistência a β-lactâmicos entre isolados ambientais da 

família Enterobacteriaceae. Para tanto, 131 isolados isolados passaram por uma 

triagem através da avaliação de seu perfil de suscetibilidade aos antibióticos β-

lactâmicos utilizando o método de disco difusão (CLSI, 2012). Destes 62 

apresentaram uma diminuição de sensibilidade a pelo menos um antimicrobiano. 

Dentro da classe dos carbapenêmicos, o antimicrobiano menos eficaz foi o ETP com 

45,16% de isolados resistentes. O ertapenem é um carbapenêmico de amplo 

espectro que normalmente possui atividade contra todas as Enterobacteriaceae 

produtoras de ESBL ou AmpC, já que essas enzimas sozinhas não conseguem 

hidrolisar esses antibióticos. Esta resistência está associada com deficiência da 

porina de membrana em combinação com a expressão de β-lactamase, com uma 

variedade de deleções, mutações pontuais e mecanismos desconhecidos que 

podem conduzir à perda de expressão da porina. O fato de o carbapenêmico 

ertapenem ser mais afetado do que outros carbapenêmicos pode ser explicado 

devido ao seu tamanho maior e por possuir carga mais negativa, o que ocasiona 

uma penetração mais lenta do antimicrobiano através de porinas menores que 

devem realizar o trabalho quando as porinas principais são perdidas ou sofrem 

algum tipo de modificação (Doumith et al., 2009; Yang et al., 2011). Um estudo 

realizado com Enterobacter sp. apontou como possível causa de resistência ao ETP 

a presença de β-lactamases e não a deficiência das porinas na membrana (Yang et 

al., 2011). 

O antimicrobiano β-lactâmico menos eficaz foi a cefpodoxima (CPD), uma 
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cefalosporina de 3a geração, para o qual 91,94% dos isolados foram resistentes. A 

resistência aos β-lactâmicos pode estar relacionada com a produção de enzimas 

capazes de hidrolisar esses fármacos. Dentre elas estão as β-lactamases de 

espectro estendido (ESBL), sendo este o mecanismo mais comum e preferencial de 

resistência em bactérias Gram-negativas (Paterson & Bonomo, 2005; Bush & 

Jacoby, 2010; Rawat & Nair, 2011).  

Com relação aos testes fenotípicos, 64,52% dos isolados foram positivos 

a pelo menos um teste. O MHT tem sido sugerido como um método útil para detectar 

a produção de carbapenemases em enterobactérias por ser um teste barato e 

acessível a todos os laboratórios clínicos e de pesquisa. No entanto, a sua 

especificidade e sensibilidade não são garantidas, sendo este um teste passível de 

erro de interpretação (Nordmann et al., 2012a; Nordmann et al., 2012b). O teste 

MHT não permite distinguir entre as classes de carbapenemases que são 

produzidas (Willems et al., 2013), e, portanto, não é um teste específico para 

detecção exclusiva de KPCs (Ribeiro et al., 2014; Nordmann et al., 2012b), e mesmo 

quando usado para carbapenemase é prudente uma confirmação e/ou a realização 

de testes complementares (Giske et al., 2011; CLSI 2012). 

 Neste trabalho a isolado positivo para MHT (28HC ou 46) foi confirmado 

quanto a presença da carbapenemase tipo KPC-2 e as outros três isolados com 

resultados inconclusivos (HCC2 ou 29, HCC13 ou 45, HCI10 ou 24) também 

confirmaram a presença de KPC-2 através da PCR Multiplex seguida por 

sequenciamento. Isolados com um alto nível de AmpC podem apresentar um 

resultado positivo para o teste de Hodge (dito como falso positivo) (Munoz-Price et 

al., 2013). Giske et al. (2011) somaram ao resultado falso positivo além da produção 

de AmpC, a perda de porina. Esse fato poderia explicar os dois isolados que não 
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foram confirmados com carbapenemases (HCC7 ou 35 e HCC8 ou 36), ambos 

portadores das β-lactamases TEM-1 e SHV-5, porém se faz necessário análises 

complementares. Cabe ressaltar que os seis isolados (HCC2 ou 29, HCC7 ou 35, 

HCC8 ou 36, HCC13 ou 45, HCI10 ou 24, 28HC ou 46)  são oriundas do esgoto 

hospitalar. 

Diferentes autores detectaram vários mecanismos de resistência 

ocorrendo concomitantemente (Cantón et al.,2012; Giske et al., 2011; Meyer e Picoli, 

2011; Dienstmann et al., 2010). Giske et al. (2011), avaliaram o desempenho do 

teste fenotípico com APB em 34 isolados de K. pneumoniae produtoras de KPC 

oriundas de diversos países. Os autores detectaram a positividade do teste em 

todas as amostras, demonstrando uma sensibilidade e especificidade no teste de 

100% e 98%, respectivamente. Especificidade esta que também foi descrita pela 

Nota técnica n°01/2013 da ANVISA. No entanto, o presente trabalho não foi possível 

confirmar 20 dos 25 isolados positivos para este teste ou seja 80% de sensibilidade. 

Importante lembrar que o teste com ácido fenilborônico (APB) vem sendo aplicado 

para detecção de outras enzimas, além de carabapenemases, como o caso da β-

lactamases AmpC (Meyer & Picoli, 2011). Estudos relatam que em amostras 

positivas para testes fenotípicos para KPC e negativas para ESBL e AmpC, há a 

confirmação da produção de carbapenemases (Munoz-Price et al., 2013; Birgy et al., 

2012). Com este perfil, o presente estudo apresentou quatro isolados, no entanto, 

somente três foram confirmados nas análises moleculares (HCI13 ou 3, HCI12 ou 9, 

4EC06 ou 19). 

Dentro do grupo das carbapenemases, as enzimas GES e KPC são 

descritas como codificadas e propagadas por plasmídeos transferíveis os quais 

podem carrear genes de resistência a outras classes de antimicrobianos (Quenan & 
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Bush, 2007; Nordmann, 2014). No Brasil a KPC-2 é considerada endêmica e sua 

primeira detecção ocorreu em 2006 em K. pneumoniae oriundas de amostras de 

sangue de pacientes hospitalizados no CTI de um hospital de Recife por Monteiro et 

al. (2009). Esta mesma cepa já foi identificada em outros ambientes não clínicos 

(Chagas et al., 2011) assim como o nosso trabalho. O tipo GES/ Carbapenemase foi 

detectado no Brasil em 2008 também em uma K. pneumoniae isolada de um 

paciente que deu entrada em um hospital privado em São Paulo com pneumonia 

(Picão et al., 2010), relato esse também descrito como o primeiro caso desta enzima 

no Continente Americano. O tipo GES-4 está entre os membros desta família que 

tem atividade enzimática contra carbapenêmicos (GES/ Carbapenemase), 

juntamente com GES-2, GES-5, GES-6, GES-11, GES-14 e GES-18 (Queenan & 

Bush 2007; Picão et al., 2010; Lupo et al., 2013). 

Ainda sobre os testes fenotípicos, alguns estudos têm relatado que o 

teste para detecção de MBLs com o uso do EDTA possui 100% de sensibilidade 

(Giske et al.  2011; Birgy et al., 2012). Neste trabalho os oito isolados positivos com 

este teste, nenhum foi confirmado na técnica de PCR Multiplex. A presença de β-

lactamase do tipo AmpC também tem sido identificada em todo o mundo, mas ainda 

é menos comum que outras enzimas causadoras de resistência como as ESBLs 

(Jacoby, 2009), porém muitas vezes ocorrem associadas a elas (Sheng et al., 2013; 

Rugini et al., 2015). Esse fenótipo ficou evidente neste trabalho com o único isolado 

positivo para este teste, uma Enterobacter sp. (HCI10 ou 24). Essa coprodução 

também já foi constatada em outro trabalho (Sheng et al., 2013). 

Garrec et al. (2011) avaliaram nove testes fenotípicos quanto à eficácia 

em detectar/confirmar as produtoras de ESBL em 107 amostras de 

Enterobacteriaceae, destas 52 foram identificadas como positivas para ESBL 
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através de testes fenotípicos e somente uma não foi confirmada por PCR. Nossos 

resultados confirmaram a presença de β-lactamase em 30 dos 34 isolados 

previamente detectados como positivos no teste confirmatório para ESBL. No 

entanto, o gene mais prevalente foi o TEM-1 que, apesar da prevalência, não é uma 

ESBL, pois não é capaz de hidrolisar oximinocefalosporinas ou aztreonam (Paterson 

& Bonomo, 2005; Kiratisin et al., 2008), assim como o tipo SHV-1. No Brasil a família 

de β-lactamase mais frequentemente isolada é a CTX-M, sendo os grupos CTX-M-2, 

CTX-M-8 e o CTX-M-9 os mais abundantes (Silva & Lincopan, 2012). A CTX-M-8 é 

uma ESBL com alto poder de propagação e disseminação entre bactérias Gram-

negativas da família Enterobacteriaceae. Este grupo foi identificado no Brasil, nesta 

família de bactérias no ano 2000 em pacientes internados em um hospital do Rio de 

Janeiro (Bonnet, 2000). O referido grupo (CTX-M-8) foi detectado nos nossos 

isolados. A coprodução de CTX-M e TEM no mesmo organismo foi relatado em um 

estudo com K. pneumoniae isolada de diferentes hospitais no Brasil (Chagas et al., 

2011) e também foi detectada neste trabalho. 

Fica claro a importância do uso de técnicas moleculares, como PCR 

Multiplex e posterior sequenciamento dos amplicons, para confirmação dos isolados 

portadores de genes de resistência. Uma vez que é necessário uma detecção 

elucidativa diante de tantos mecanismos de resistência para que se possa utilizar 

fármacos capazes de tratar as infecções causadas pelos microrganismos que 

carregam esses genes de resistência. A técnica de PCR Multiplex utiliza um 

conjunto de vários oligonucleotídeos iniciadores para detectar vários genes 

simultaneamente, com sensibilidade e especificidade de 100% (Doyle et al. 2012), 

possibilitando dessa maneira a investigação de um maior número de genes na 

mesma reação. Também é uma técnica genotípica considerada padrão ouro para 
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esse tipo de investigação e detecção (Van Der Zee et al., 2014). 

Com relação ao contexto genético, a técnica de tipagem molecular 

(PFGE) é essencial para determinar se organismos epidemiologicamente 

relacionados são também geneticamente relacionados e ainda auxiliam na detecção 

de surtos e na identificação de transmissão cruzada (Porto et al., 2014). Algumas 

bactérias pertencentes ao mesmo grupo clonal (K1 ou K2 ou K3) apresentaram 

diferentes perfis na análise por PCR multiplex, isto pode ser explicado a partir do 

fato que esses genes de resistência se encontram muitas vezes em elementos 

genéticos móveis e que o próprio ambiente propicia a troca de informações. Cabe 

ressaltar que essas bactérias foram isoladas da mesma amostra de água de esgoto 

hospitalar, porém de meios de cultura diferentes. Além disso essas amostras 

apresentaram positividade nos diferentes testes fenotípicos para produção de β-

lactamase a que foram submetidas (Oliveira & Van Der Sand, 2016), sugerindo que 

a diferença do resultado fenotípico para o resultado genotípico pode estar 

relacionado com fatores como mutações, alterações na permeabilidade da 

membrana e regulação da expressão do gene  (Andrade et al., 2014). 

Neste trabalho foi possível verificar que membros da família 

Enterobacteriaceae, tais como E. coli, K. pneumoniae e Enterobacter sp. isolados de 

amostras ambientais, tanto de esgoto hospitalar quanto das águas de Arroio Dilúvio, 

apresentaram perfis positivos aos diferentes testes fenotípicos para detecção de 

produção de enzimas β-lactamase.  

Fica clara a urgência em monitorar amostras ambientais, pois onde existe 

a presença de amostras produtoras β-lactamases essas podem atuar como 

reservatórios de genes de resistência a antimicrobianos de diversas classes e esses 

genes podem ser transferidos horizontalmente a outros isolados sejam eles 
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ambientais ou clínicos, independentemente da espécie. 
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7. CONCLUSÃO  

 

7.1 Enterobactérias resistentes aos antimicrobianos β-lactâmicos 

(cefalosporinas e aos carbepenêmicos) foram encontradas tanto nas 

amostras do esgoto hospitalar quanto nas amostras do Arroio Dilúvio; 

7.2. Enterobactérias carreando genes de resistência para as β-lactamases: 

ESBLs (SHV-5, CTX-M-8), Carbapenemases (KPC-2) e AmpC (ACT-1/MIR-1) 

puderam ser identificadas nas águas do esgoto hospitalar e do Arroio Dilúvio; 

7.3. Isolados de K. pneumoniae carreando genes de resistência apresentaram 

similaridads podendo ter uma origem comum e não foi possível constatar 

similaridade genética ente os isolados de Enterobacter sp. 
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