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Resumo

A disseminação emergente de estirpes multirresistentes mediadas por plasmídeo, como Escherichia coli produtora de β-lactamases de amplo espectro (ESBLs e AmpCs), é actualmente uma preocupação mundial. De forma a erradicar estas estirpes, diversos estudos se têm debruçado sobre os seus mecanismos de resistência, epidemiologia, prevalência de variantes e distribuição populacional (hospitalar e comunitária). No entanto, devido à disseminação emergente destas estirpes, bem como ao desenvolvimento de múltiplas variantes, esta problemática permanece por encerrar.
Deste modo, o presente estudo apresentou como principais objectivos: determinar a prevalência de genes de β-lactamases, (bla), de amplo espectro do tipo ESBL e AmpC em isolados clínicos de E. coli na região da Serra da Estrela; evidenciar fenómenos de co-produção (frequência e predominância); comparar perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos entre diferentes genótipos; e comparar a distribuição de genes bla associados a enzimas de elevado espectro de acção em populações distintas (hospitalar e comunitárias), bem como o género, idade e espécime biológico. 
No presente estudo foram incluídas 38 estirpes de E. coli com resistência/baixa susceptibilidade às cefalosporinas de terceira geração e susceptíveis à inibição pelo ácido clavulânico. Verificou-se que 97% (37/38) das estirpes pertenciam à população hospitalar, sendo que 79% (30/38) destes indivíduos apresentavam uma idade superior a 75 anos, frequências de géneros equiparadas e 68% (26/38) das estirpes foram isoladas a partir de urinas. A análise molecular permitiu detectar 49 genes bla, em que 55% (27/49) foram identificados como blaOXA-1-like, 33% (16/49) como blaCTX-M grupo 1, 10% (5/49) como blaTEM e 2% (1/49) foram identificados como genes blaCIT. Em aproximadamente 40% (15/38) das estirpes apenas foram detectados genes blaOXA-1-like. Foi observada a co-produção de diferentes β-lactamases em 40% (15/38) das estirpes, sendo a co-produção de CTX-M grupo 1 e OXA-1-like apontada como a mais frequente. 
O presente estudo permitiu evidenciar a prevalência de genes blaOXA-1-like nesta região de Portugal, divergindo de estudos anteriores. Deste modo, são necessários estudos futuros, mais aprofundados, no sentido de perceber se este acontecimento teve por base uma nova mudança epidemiológica ou um fenómeno endémico desta região.



Palavras-chave: β-lactamases de espectro alargado, Resistência antimicrobiana, Escherichia coli, Antimicrobianos β-lactâmicos, Genes bla
Abstract

The emerging spread of plasmid-mediated multidrug-resistant strains such as Escherichia coli producing broad-spectrum β-lactamases (ESBLs and AmpCs), is now a worldwile concern. In order to eradicate these strains, several studies have discussed the mechanisms of resistance, epidemiology, prevalence and population distribution of both nosocomial and communitary variants. However, due to the spread of these emerging strains, and the development of multiple variants, this issue remains open to discussion.
Thus, the main objectives of the present study were to determine the prevalence of broad-spectrum bla genes (ESBL-/ AmpC-types) in clinical strains of E. coli isolated in Serra da Estrela; to search for co-production phenomena (both frequency and prevalence), to compare antimicrobial susceptibility profiles among different genotypes, and to compare the distribution of bla genes associated with enzymes with high spectrum of activity in different populations (nosocomial and communitary). 
The present study included 38 strains of E. coli with resistance / low susceptibility to third generation cephalosporins and susceptible to inhibition by clavulanic acid. It was found that 97% (37/38) of strains isolated within hospital population, 79% (30/38) of these subjects had an age over 75 years, with a similar gender frequency and 68% (26/38) of the strains were isolated from urine samples. Molecular analysis enabled the detection of 49 bla genes in which 55% (27/49) were identified as blaOXA-1-like, 33% (16/49) were blaCTX-M group 1, 10% (5 / 49) of blaTEM and 2% (1 / 49) were identified as genes blaCIT. Approximately 40% (15/38) of strains, only genes blaOXA-1-like was detected. It was observed co-production of β-lactamases in 40% (15/38) of strains, with the co-production of CTX-M group 1 and OXA-1-like pointed as the most frequent.
This study evidence of a prevalence of genes blaOXA-1-like in Portugal, unlike previous studies. Thus future and deeper studies are needed, in order to understand if this event was based on a new epidemiological change or if it was an endemic phenomenon in this region.




Keywords: extended-spectrum β-lactamases, antimicrobial resistance, Escherichia coli, β-lactam antibiotic, bla Genes 
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1. Introdução geral
A utilização excessiva de antimicrobianos nos últimos anos tornou-se um problema emergente nas suas mais variadas dimensões: saúde pública, económica e social. Aliada ao movimento populacional em grande escala e ao desenvolvimento da industrialização, o excessivo consumo de antimicrobianos apresenta nos dias de hoje a resistência antimicrobiana como principal consequência e causa do aumento de morbilidade, mortalidade e custos terapêuticos.1
Um dos mecanismos responsáveis por esta resistência baseia-se na capacidade de microrganismos produzirem enzimas que hidrolisam os antimicrobianos. Um exemplo frequente é a produção de β-lactamases para a hidrólise de antimicrobianos β-lactâmicos (monobactamos, penemos, carbapenemos e cefemos).2,3 
As β-lactamases de espectro alargado (ESBLs) têm sido largamente descritas em todo o mundo e a sua epidemiologia e prevalência geográfica são alvos de estudos recorrentes.4 Reconhecidas pela sua resistência às cefalosporinas de terceira geração, inibição pelo ácido clavulânico e pela sua codificação em plasmídeo, as ESBLs já apresentam variantes consideradas endémicas, como por exemplo a CTX-M na Tailândia.5
A disseminação emergente das estirpes produtoras de ESBLs é actualmente acompanhada pela produção de β-lactamases da classe molecular C de Ambler, as β-lactamases AmpCs.6 Propulsoras de mecanismos de resistências, as AmpCs ampliam a sua actividade hidrolítica, relativamente às β-lactamases anteriores, sobre as cefamicinas e carbapenemos e apresentam-se como não-susceptíveis aos inibidores β-lactâmicos.7
Responsáveis por fenómenos de multirresistências antimicrobiana em âmbitos hospitalares e na comunidade, as bactérias produtoras de ESBLs e as β-lactamases AmpC são, na sua grande maioria, estirpes pertencentes à família das Enterobacteriaceae.8 Entre as várias estirpes inseridas nesta família, destaca-se a predominância de E. coli e Klebsiella pneumoniae, 9 sendo E. coli produtora de CTX-M a estirpe mais prevalente nos últimos anos, essencialmente em certos países da Europa e da América do Sul.10
Em Portugal têm sido realizados diversos estudos no sentido de descrever a epidemiologia, a prevalência e a disseminação emergente de variantes em particular, de estirpes produtoras de β-lactamases com mecanismos de resistência.4,11,12 Diversas zonas de Portugal, como o Norte e o Centro, têm sido contempladas nestes estudos, no entanto, e devido às mudanças epidemiológicas constantes e à ausência de estudos relativamente a outras regiões, este objectivo ainda não foi alcançado. 



1.1. Família Enterobacteriaceae
As bactérias pertencentes à família Enterobacteriaceae formam um grupo de bacilos Gram-negativo, que apesar da sua heterogeneidade relativamente ao seu habitat e patogenicidade, partilham semelhanças estruturais e fisiológicas e homologia genética. Vulgarmente encontradas no cólon do Homem e de outros animais, facto que conduziu à designação genérica “enterobactérias”, as Enterobacteriaceae englobam actualmente 157 espécies sendo que apenas 40 das mesmas foram identificadas em isolados clínicos e classificadas como comensais ou patogénicas.13

1.1.1. Caracterização geral
Com um tamanho variável entre 2.0-3.0 μm por 0.4-0.6 μm, as bactérias pertencentes à família Enterobacteriaceae apresentam-se como microrganismos não esporalados e imóveis ou móveis, quando possuem flagelos peritríquios. 
Estas bactérias são nutricionalmente simples sendo consideradas aeróbias e anaeróbias facultativas e carentes em citrocomo oxidase (enzima que catalisa o último passo da cadeia respiratória) apresentando por isso um resultado negativo na prova bioquímica da oxidase. Esta prova permite diferenciar bacilos Gram-negativo da família Enterobacteriaceae dos bacilos Gram-negativo da família Pseudomonadaceae que são aeróbios restritos e por isso apresentam uma oxidase positiva. 
Entre outras características bioquímicas das Enterobacteriaceae destaca-se a capacidade de redução dos nitratos em nitritos e a utilização de hidratos de carbono para a obtenção de energia, como a fermentação da glicose pela via butanodiol ou pela sua fermentação anaeróbia em ácido (láctico, succínico, acético, fórmico), etanol, dióxido de carbono e hidrogénio molecular.14 
O comportamento bioquímico destas bactérias permitiu a sua classificação em géneros e espécies dentro da grande família Enterobacteriaceae, conduzindo a uma identificação bioquímica das mesmas (Quadro 1.1.). Este fundamento é ainda utilizado nos dias de hoje em metodologias automatizadas para a identificação bioquímica de microrganismos como por exemplo o sistema Vitek® 2 Compact (bioMérieux®).
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1.2. Escherichia coli
Descoberta em 1885 por Theodor Escherich,15 a bactéria E. coli é o membro da família das Enterobacteriaceae mais vulgarmente conhecido devido à sua relação de simbiose com o Homem, como pertencente à sua flora comensal intestinal.14 Considerada uma bactéria enteropatogénica, pela sua capacidade de provocar infecções oportunistas, encontra-se entre os principais agentes responsáveis por infecções do tracto urinário,16 septicemias, meningite, intoxicações alimentares, infecções nosocomiais,9 entre outras.14 Estirpes patogénicas de E. coli (capacidade de induzir infecção em indivíduos saudáveis) têm sido descritas como por exemplo E. coli O157:H7 (entero-hemorrágica).17
Propriedades da sua parede celular, características do seu metabolismo, mobilidade de elementos genéticos e produção de enzimas, possibilitam a esta bactéria sobreviver em inúmeros habitats como água, solo, animais,18 e constituir deste modo um potencial agente patogénico para o Homem e um papel importante ao nível da saúde pública como indicador de contaminação fecal. No entanto, a noção de que este organismo tem um tempo de sobrevivência curto no meio ambiente tem sido contestada por diversos estudos. Estes revelam que por essa razão a presença de E. coli pode não ser uma indicação confiável de contaminação fecal recente.14
Como características bioquímicas gerais esta estirpe é conhecida pela sua capacidade de fermentar a lactose e produzir indol. A estirpe E. coli possui ainda lisina descarboxilase, não cresce em citrato e não produz H2S.14
Vastamente estudada enquanto modelo para mecanismos bacterianos na área da biologia molecular, E. coli apresenta actualmente várias aplicações científicas e industriais, nomeadamente na bioengenharia e engenharia genética, por exemplo, na produção de proteínas recombinantes, entre outras.19  
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1.2.1. Parede celular bacteriana
A parede celular bacteriana apresenta como principais funções a protecção mecânica eficaz contra a ruptura osmótica da célula bacteriana em ambientes hipotónicos,2 a protecção contra uma digestão enzimática e constituir uma barreira semipermeável permitindo a triagem dos compostos a passar para o ambiente intracelular.20 Esta parede é constituída por uma membrana externa, por peptidoglicano, pelo periplasma, lipopolissacarídeos (LPS), fosfolípidos, lipoproteínas e um conjunto de proteínas e hidratos de carbono específicos na sua superfície externa.3    
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1.2.1.1. Peptidoglicano
Enquanto estrutura rígida, a parede celular das Enterobacteriaceae apresenta peptidoglicano em 20% da sua constituição. Este mucopéptido é constituído por cadeias lineares de aminoaçúcares, nomeadamente N-acetil-glicosamina (NAG) e ácido N-acetil-murâmico (NAMA), dispostos alternadamente e unidos por ligações glicosídicas β1-4.21 
A este complexo está ligada, directamente ao NAMA, uma cadeia peptídica formada por cinco aminoácidos, L-alanina (L-Ala), D-ácido glutâmico (D-Glu), ácido-meso-diaminopimélico (meso-DAP) e duas moléculas de D-alanina (D-Ala). As pontes cruzadas entre as cadeias adjacentes permitem formar a estrutura rígida do peptidoglicano. Em E. coli as pontes cruzadas são estabelecidas directamente entre dois aminoácidos, respectivamente entre o grupo –NH2 do meso-DAP de uma cadeia peptídica e o grupo –COOH da D-Ala, o quatro aminoácido da cadeia peptídica vizinha (Figura 1.1).2 
A biossíntese do peptidoglicano processa-se em três fases: fase citoplasmática, fase membranar e fase parietal. Na primeira fase, fase citoplasmática, é onde ocorre a síntese dos compostos NAG e NAMA-péptido. Segue-se a fase membranar onde ocorre o transporte destes últimos pela membrana citoplasmática e a formação dos complexos NAG-NAMA-péptido. Por último, a fase parietal baseia-se na incorporação dos complexos NAG-NAMA-péptido recém-formados e no estabelecimento das pontes cruzadas entre as cadeias peptídicas vizinhas (transpeptidação).2 A fase parietal é catalisada por D-D-carboxitranspeptidases, nomeadamente penicilin-binding proteins (PBPs), o principal alvo dos β-lactâmicos como será discutido posteriormente.22 Em E. coli estão identificados sete tipos de PBPs que compartilham a vulnerabilidade aos β-lactâmicos, mas divergentes quanto às consequências destes antimicrobianos sobre elas. Deste modo, a acção dos β-lactâmicos sobre as PBP-1 resulta em lise celular bacteriana, sobre as PBP-2 apresenta como consequência a modelação da estrutura da bactéria (forma esférica) e sobre as PBP-3 resulta numa bactéria com estrutura filamentosa.23
O peptidoglicano é uma barreira de protecção importante da célula bacteriana pelo que a sua degradação conduz à ocorrência de mecanismos que culminam, em última instância, na morte celular. 
A presença de autolisinas endógenas (enzimas hidrolíticas do peptidoglicano) em microrganismos Gram-negativo é conhecida, mas a sua natureza, localização e mecanismos reguladores permanecem por explicar. Estas enzimas representam um papel importante no processo de biossíntese do peptidoglicano e na divisão celular, mas também uma acção prejudicial, bacteriolítica, aquando da sua activação exacerbada (por exemplo activação por antimicrobianos β-lactâmicos).2
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Figura 1.1. Esquema da estrutura do peptidoglicano em E.coli. NAG: N-acetil-glicosamina; NAMA: ácido N-acetil-murâmico; L-Ala: L-alanina; D-Glu: D-ácido glutâmico; meso-DAP: ácido-meso diaminopimélico; D-Ala: D-alanina. Adaptado de Wanda Ferreira e colaboradores (2010) 

1.2.1.2. Membrana externa
A membrana externa é uma camada externa que reveste o peptidoglicano. Com um perfil trilaminar assimétrico (folheto exterior mais denso e espesso que o folheto interno) e com uma espessura de 7,5 nm, esta membrana é constituída por LPS, fosfolípidos, proteínas, lipoproteínas e polissacarídeos organizados em dupla camada nas bactérias Gram-negativo.2 O espaço que fica entre esta membrana e a membrana interna denomina-se por periplasma.24
Esta camada externa funciona como uma barreira na difusão de antimicrobianos, contendo receptores para bacteriófagos e colicinas, e estando intimamente envolvida no processo de conjugação e divisão celular.2 É por esta também que se dá a difusão de nutrientes como ferro, vitaminas e açúcares, apresentando proteínas transmembranares de difusão especializada (porinas) para a passagem de substratos de baixo peso molecular.25
Uma outra função da membrana externa é a protecção da camada de peptidoglicano contra a acção da lisozima. A lisozima é um composto capaz de degradar o peptidoglicano e ao qual a membrana externa se revela impermeável, sendo esta propriedade afectada quando a membrana externa é sujeita a um pré-tratamento com EDTA-TRIS.2


1.2.1.2.1. Lipopolissacarídeos 
Os LPS são moléculas anfipáticas localizadas no folheto externo da membrana externa e apresentam uma distribuição assimétrica. Estas moléculas encontram-se ancoradas à membrana através da sua região hidrófoba (lípido A) projectando a sua região hidrófila (região polissacarídica) para o exterior da célula conferindo-lhe uma carga negativa.24 As ligações não covalentes estabelecidas entre LPS adjacentes conferem estabilidade à membrana externa e são responsáveis pela impermeabilidade da última a antimicrobianos, corantes hidrofóbicos, a detergentes como o dodecil sulfato de sódio (SDS) e sais biliares.2 Os LPS são a principal endotoxina das bactérias Gram-negativo. Presentes na superfície da célula bacteriana provocam uma resposta imune exacerbada que actua contra o hospedeiro,26 sendo responsáveis pelas manifestações clínicas que ocorrem durante a infecção por Enterobacteriaceae como febre, inflamação, choque térmico, activação de macrófagos e linfócitos, acção sobre o sistema complemento e sobre o sistema intrínseco da coagulação.2

1.2.1.2.2. Fosfolípidos
Os fosfolípidos são moléculas lipídicas anfipáticas constituídas por um grupo fosfato (polar) e uma cadeia de ácidos gordos (apolar). Como parte integrante da maior parte das membranas, os fosfolípidos da membrana externa de E. coli apresentam características semelhantes aos da membrana citoplasmática, nomeadamente fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol e cardiolipina. A camada fosfolipídica é responsável pela permeabilidade da membrana a substâncias lipossolúveis que, para além da água (molécula polar), efectuam um transporte por difusão simples.2 

1.2.1.2.3. Proteínas
Na parede celular bacteriana, nomeadamente na membrana externa, existe um elevado teor de proteínas, lipoproteínas e porinas, que participam na difusão específica de compostos através da membrana externa.
As lipoproteínas são as proteínas mais abundantes e representam aproximadamente 50% da espessura da membrana externa. Associadas ao peptidoglicano através de uma ligação covalente entre o grupo –COOH do meso-DAP e o grupo –NH2 do aminoácido terminal, as lipoproteínas apresentam a sua porção lipídica incluída na camada fosfolípidica da membrana externa. Funcionalmente, estas moléculas assumem uma responsabilidade estrutural, estabilizando o invólucro bacteriano.2  



As porinas são proteínas transmembranares que actuam como canais hidrófilos.25 Formando arranjos hexagonais, em que cada unidade do arranjo é um trímero, as porinas OmpC, OmpF e Pho E estão distribuídas ao longo da membrana externa de E. coli,14 podendo atingir uma ordem de 1,5 x 105/bactéria.2 
Estas moléculas especializadas são constituídas por proteínas com estrutura β, permitindo que estas atravessem a espessura da membrana externa, por aminoácidos hidrofóbicos (porção externa das porinas) e aminoácidos hidrofílicos (porção interna das porinas), o que proporciona o transporte de substâncias solúveis em água para o interior da célula.27,28 A membrana externa de E. coli apresenta também porinas monoméricas (OmpA) que permitem a difusão lenta e não específica de pequenos solutos. Pelas suas características, as porinas são consideradas como os principais veículos para a difusão de antimicrobianos.2 

1.2.1.3. Periplasma
Designa-se por periplasma o espaço que separa a membrana externa da membrana interna. Este espaço representa 20 a 40% da célula bacteriana E. coli e actua como uma segunda barreira de protecção contra substâncias potencialmente perigosas que possam atravessar a membrana externa.14,24
É no periplasma que E. coli retém proteínas de ligação a aminoácidos, açúcares, vitaminas, iões, enzimas de degradação (fosfatases, proteases e endonucleases) e enzimas de degradação de antimicrobianos, as β-lactamases.14   

1.2.1.4. Flagelos, Pili e Fímbrias
Os flagelos, os pili e as fímbrias são filamentos proteicos que se projectam para o exterior da célula e apresentam uma distribuição perítrica (distribuição ao longo de toda a parede celular bacteriana) nas estirpes pertencentes à família Enterobacteriaceae.24  
Os flagelos são considerados os órgãos locomotores bacterianos sendo constituídos por subunidades de flagelina que se encontram organizadas por associação. Os pili e as fímbrias são estruturas filamentosas mais finas que os flagelos e são constituídos por pilina. 
Os pili medeiam o contacto entre bactérias de sexo diferente, F+ (dadora) e F- (receptora), permitindo a transferência de material genético durante o processo de conjugação. As fímbrias desencadeiam a colonização e infecção das mucosas através do reconhecimento dos receptores nas superfícies destas.2,14



1.2.2. Metabolismo bacteriano
A bactéria E. coli é um microrganismo quimio-heterotrófico pelo que utiliza compostos orgânicos como fonte de carbono e compostos orgânicos ou inorgânicos como fonte de energia. O metabolismo central desta bactéria utiliza a glicose como substrato e é realizado através da via Embden-Meyerhof-Parnas, da via das pentoses fosfato e do ciclo de Krebs, à excepção do metabolismo do gluconato (via Entner-Doudoroff). Como microrganismo anaeróbio facultativo, esta bactéria recorre aos processos de fermentação e respiração para a obtenção de energia. Usando o piruvato como substrato, a estirpe de E. coli produz formato, acetato, lactato, succinato, etanol, 2,3-butanodiol, CO2 e H2 (Figura 1.2.).2,14   
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Figura 1.2. Esquema da via de Embden-Meyerhof-Parnas (A), via de Entner-Doudoroff (B) e via das pentoses fosfato (C).  ATP – adenosina trifosfato; ADP – adenosina difosfato; Pi – fosfato inorgânico; NADH - nicotinamida adenina dinucleótido; NADPH - nicotinamida adenina dinucleótido fosfato. Adaptado de Wanda Ferreira e colaboradores (2010).





1.2.3. Biologia Molecular Microbiana
Actualmente é sabido que a transferência de material genético microbiano ocorre de forma vertical (processo de divisão binária) e horizontal (processos de transformação, transdução e conjugação). A transferência horizontal de material genético está na base da diversidade microbiana e apresenta como consequências a expansão da capacidade de resistência a antimicrobianos, o aparecimento de novos tipos de patogenicidade, a geração de novas formas simbióticas e a biotransformação de xenobióticos.24

1.2.3.1. Transformação
O processo de transformação baseia-se na capacidade natural de algumas bactérias captarem DNA do meio ambiente. A bactéria E. coli, reconhecida como uma estirpe naturalmente não transformável, foi descrita como tal em vários estudos, sendo este fenómeno considerado um acontecimento raro. Já os processos de transdução e conjugação são mediados por elementos genéticos móveis como plasmídeos ou transposões conjugativos.29 

1.2.3.2. Transdução
A transdução é um processo mediado por bacteriófagos em que pode ocorrer a transferência de qualquer gene do genoma da bactéria dadora para a bactéria receptora (transdução generalizada) ou a transferência de um pequeno grupo de genes (transdução restrita). Os bacteriófagos T4 e P1 são exemplos de vírus que realizam a transdução generalizada de E. coli.2

1.2.3.3. Conjugação
A transferência de DNA através de um poro formado em consequência do contacto entre uma bactéria F+ e uma bactéria F- é designada por conjugação. Esta transferência unidireccional, vulgarmente realizada por E. coli, é possibilitada pela presença de plasmídeos conjugativos nas células dadoras e é iniciada quando os pili da superfície da bactéria dadora detectam uma molécula parietal na superfície da célula receptora. Este contacto origina a proximidade das células bacterianas e a formação do poro conjugativo por onde ocorre a transferência de uma cadeia de DNA formada por um mecanismo de rolling circle.2



1.2.3.4. Plasmídeos
Os plasmídeos são moléculas circulares de DNA de cadeia dupla com capacidade de replicação independente do DNA cromossómico bacteriano. Constituídos por pelo menos uma sequência que codifica o início da replicação (ori - origem de replicação), estas moléculas revelam-se dependentes de enzimas e proteínas sintetizadas pelo hospedeiro para concluir este processo.30 
Os plasmídeos podem ser agrupados quanto à sua capacidade de conjugação: plasmídeos conjugativos (capacidade para iniciar o processo de conjugação) e plasmídeos não conjugativos (não são capazes de iniciar o processo de conjugação mas podem ser transferidos durante este, quando acoplados a plasmídeos conjugativos). 
Dependendo dos genes que transportam, os plasmídeos podem também ser classificados segundo a função adicional que proporcionam ao hospedeiro: plasmídeos de fertilidade (iniciar o processo de conjugação), plasmídeos de resistência (codificam mecanismos de resistência a antimicrobianos), Col-plasmídeos (codificam colicinas), plasmídeos degradativos (capacitam para a digestão de determinadas substâncias como o toluole e o ácido salicílico) e os plasmídeos de virulência (transformam o hospedeiro num agente patogénico).31        
Um outro tipo de classificação de plasmídeos baseia-se na sua co-existência na mesma célula sem que haja a destruição de um deles, plasmídeos compatíveis. No mesmo microrganismo podem co-existir diferentes tipos de plasmídeos, a bactéria E. coli pode apresentar até sete plasmídeos, mas a co-existência e a interacção de dois plasmídeos incompatíveis origina a destruição de um deles.31 
As competências que proporcionam ao hospedeiro, a sua capacidade de auto-replicação e de mobilidade entre as bactérias, tornam os plasmídeos e os seus mecanismos uns dos principais responsáveis pela expansão de microrganismos multirresistentes, patogenicidade bacteriana e sobrevivência sob condições mais adversas.2          






1.3. Antimicrobianos
Os antimicrobianos são moléculas naturais ou sintéticas que actuam sobre os microrganismos, bactérias e fungos, com actividade bactericida (provocando a morte celular) ou com actividade bacteriostática (inibindo o crescimento celular).3 
A era da quimioterapia à base de antimicrobianos nasce com Alexander Fleming em 1928 com a descoberta da penicilina, um composto natural produzido pelo fungo Penicilium notatum com a propriedade de lisar células bacterianas de Staphylococcus aureus.32 Hoje a antibioterapia conta com inúmeros fármacos etiotrópicos naturais e sintéticos para o tratamento de doenças infecciosas, constituindo um dos maiores avanços da Medicina do século XX.2
Estes compostos, apesar de assumirem o mesmo propósito, apresentam diferentes composições e por isso actuam sobre diferentes constituintes e mecanismos da célula bacteriana, como a parede celular (antimicrobianos antiparietais), a membrana citoplasmática (antimicrobianos antimembranares), a síntese de proteínas (antimicrobianos inibidores da síntese proteica), entre outros.2,3

1.3.1. Antimicrobianos antiparietais
Os antimicrobianos antiparietais são um conjunto de compostos com características bactericidas, capazes de interferir nas diversas fases da biossíntese do peptidoglicano e que originam a morte celular. São designados por antimicrobianos antiparietais compostos como a fosfomicina que influencia a fase citoplasmática, os glicopéptidos como a vancomicina que age sobre a fase membranar e os β-lactâmicos que actuam na fase parietal da biossíntese do peptidoglicano.33

1.3.1.1. Antimicrobianos β-lactâmicos
Dos vários antimicrobianos antiparietais destacam-se os β-lactâmicos, uma vez que a sua acção compromete a inserção das unidades de peptidoglicano récem-formadas. Devido à sua acção exclusiva sobre o peptidoglicano (molécula procariota), estes antimicrobianos apresentam uma baixa toxicidade para o Homem e uma elevada eficácia sobre os microrganismos, sendo por isso uma classe de antimicrobianos de eleição.3   
Derivados da penicilina, os β-lactâmicos são constituídos por um anel β-lactâmico, um composto cíclico derivado do azetidin-2-onas, geralmente associado a um outro anel heterocíclico. A presença desta associação e a natureza do composto associado permite subdividir os β-lactâmicos em monobactamos, penemos, carbapenemos e cefemos.2,19 


1.3.1.1.1. Monobactamos
O aztreonam é o único antimicrobiano monobactamo aplicado na antibioterapia humana (Figura 1.3.A). Constituído por um único anel, o anel β-lactâmico, este composto apresenta um nível de toxicidade muito baixo e uma actividade exclusiva sobre bactérias Gram-negativo patogénicas como Pseudomonas e E. coli.3,19

1.3.1.1.2. Penemos
Os penemos, vulgarmente designados como penicilinas, apresentam o anel β-lactâmico associado a uma molécula de tiazolidina (Figura 1.3.B). Após a descoberta de Fleming, várias penicilinas têm sido sintetizadas a partir da sua estrutura básica, o ácido 6-aminopenicilânico (6-APA), sendo que actualmente estes β-lactâmicos podem ser categorizados segundo o seu espectro de actividade: baixo espectro (exemplo oxacilina), amplo espectro (exemplo ampicilina) e espectro alargado (exemplo piperacilina).3,19

1.3.1.1.3. Carbapenemos
Os carbapenemos diferem estruturalmente das penicilinas pela substituição do heteroatómo de enxofre por um de carbono e pela presença da ligação dupla entre os carbonos 2 e 3 (Figura 1.3.C). Os carbapenemos como o imipenem, o meropenem e o ertapenem apresentam um espectro alargado de actividade, sendo frequentemente aplicados em hospitais no combate a microrganismos multirresistentes. Vários estudos revelam que estes antimicrobianos são menos susceptíveis à degradação por β-lactamases quando comparados com os restantes β-lactâmicos.3,19 

1.3.1.1.4. Cefemos
Os cefemos apresentam uma estrutura química semelhante às penicilinas sendo diferenciados destas pela presença do ácido 7-aminocefalosporânico (7-ACA) na sua estrutura básica (Figura 1.3. D). Os principais β-lactâmicos pertencentes a esta classe são as cefalosporinas e as cefamicinas (por exemplo cefoxitina e cefotetan). As primeiras são os antimicrobianos β-lactâmicos mais prescritos e aplicados em antibioterapia dirigida a microrganismos Gram-negativo e por isso discutidos em detalhe seguidamente.3,19
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Figura 1.3. Esquemas das estruturas básicas dos monobactamos (A), penemos (B), carbapenemos (C) e cefemos (D). Adaptado de Wanda Ferreira e colaboradores (2010).



1.3.2. Cefalosporinas
As cefalosporinas são os antimicrobianos β-lactâmicos de eleição no combate a inúmeros microrganismos, Gram-positivo e Gram-negativo dependendo da geração dos compostos. A sua descoberta permitiu colmatar as desvantagens das penicilinas, como a ocorrência de reacções alérgicas e a degradação pelas penicilinases (enzimas microbianas capazes de degradar as penicilinas).34
A sua estrutura base, o 7–ACA, advém da remoção química da cadeia C da cefalosporina C produzida por Chephalosporium acremonium (hoje renomeado Acremonium chysogenum) e foi a base sintética para desenvolver as cefalosporinas comercializadas actualmente.35 A grande variedade de cefalosporinas pode ser classificada quimicamente ou, de modo tradicional, de acordo com a sua actividade antimicrobiana.3        

1.3.2.1. Classificação por actividade antimicrobiana
Desde a década de 60 que têm sido sintetizadas várias cefalosporinas em resposta aos mecanismos de resistência antimicrobiana desenvolvidos e transferidos entre diferentes géneros de bactérias. A classificação tradicional (Quadro 1.2.), em quatro gerações, é baseada no seu espectro antimicrobiano, estabilidade, absorção intestinal, metabolismo e efeitos colaterais.36



As cefalosporinas de primeira geração, também designadas por cefalosporinas de baixo espectro, apresentam uma actividade antimicrobiana óptima sobre microrganismos Gram-positivo, excepto contra S. aureus resistente à meticilina (MRSA), e são activas contra bactérias Gram-negativo como E. coli e Klebsiella spp.3 
Consideradas cefalosporinas de espectro expandido, as cefalosporinas de segunda geração, são activas contra os mesmos microrganismos que a primeira geração, mas apresentam uma actividade antimicrobiana mais expandida contra agentes patogénicos Gram-negativo, como Bacteroides fragilis e Haemophilus influenzae.37  
A actividade antimicrobiana das cefalosporinas de terceira geração (espectro alargado) diminui em relação aos Gram-positivo, excepto contra MRSA, e apresenta-se mais direccionada contra microrganismos Gram-negativo como P. aeruginosa (resistente às cefalosporinas das gerações anteriores).3 Com grande aplicabilidade no combate a infecções hospitalares, as cefalosporinas de terceira geração revelam-se vantajosas pela sua capacidade de alcançar o sistema nervoso central e surgir no líquido cefalorraquidiano (LCR) em concentrações suficientes para combater estirpes Gram-negativo causadoras de meningite.38  
A quarta geração de cefalosporinas é contemplada apenas por dois antimicrobianos comerciais: cefepime e cefpiroma. Com uma actividade semelhante às cefalosporinas de terceira geração sobre as bactérias Gram-negativo, diferenciam-se destas pela sua acção ampliada a determinados microrganismos, como membros do género Enterobacter e Citrobacter.39 Esta geração de cefalosporinas parece não ser degradada, in vitro, por estirpes produtoras de β-lactamases, apresentando uma actividade bactericida sobre estas.40



         Quadro 1.2. Classificação por actividade antimicrobiana das principais cefalosporinas
         
	
Primeira geração

	Segunda geração
	Terceira geração
	Quarta geração

	Cefalotina
	Cefamandol
	Cefotaxima
	Cefepime

	Cefazolina
	Cefuroxima
	Ceftazidima
	Cefpiroma

	Cefapirina
	Cefonicide
	Ceftriaxona
	

	Cefalexina
	Ceforanide
	Ceftizoxima
	

	Cefradina
	Cefaclor
	Cefoperazona
	

	Cefadroxil
	Cefprozil
	Ceftibuteno
	

	
	Cefpodoxime
	Cefixima
	

	
	
	Cefatamet
	


         
         Adaptado de Christopher Walsh (2003).



1.3.2.2. Mecanismos de acção das cefalosporinas
Como antimicrobiano β-lactâmico, as cefalosporinas exercem a sua actividade bactericida através da inibição da biossíntese do peptidoglicano da parede celular bacteriana. Actuando na fase parietal da biossíntese deste, as cefalosporinas comprometem a principal barreira de protecção das bactérias, obtendo como consequência final, a lise celular.20
A fase parietal da biossíntese do peptidoglicano (descrita em 1.2.1.1. Peptidoglicano) consiste num processo catalisado pelas PBPs, a transpeptidação.22 Este processo não ocorre na presença dos antimicrobianos β-lactâmicos, como as penicilinas e as cefalosporinas, uma vez que estes se comportam como um substrato competitivo das PBPs impedindo que estas processem as pontes cruzadas entre as cadeias peptídicas vizinhas dos novos complexos NAG-NAMA-péptido.3 As cefalosporinas são também activadores do sistema autolítico microbiano, induzindo a síntese das autolisinas endógenas e a subsequente degradação da camada rígida de peptidoglicano. Em suma, o efeito bactericida das cefalosporinas resulta na autólise celular consequente da alteração da biossíntese do peptidoglicano e do sistema autolítico.40  
Antes de exercer a sua acção sobre o peptidoglicano as cefalosporinas têm que atravessar a membrana externa da bactéria E. coli. A impermeabilidade da membrana externa aos antimicrobianos β-lactâmicos como mecanismo de defesa é ultrapassada pela compatibilidade hidrofílica destes com as porinas. Deste modo as cefalosporinas utilizam as porinas como canais de difusão alcançando o peptidoglicano e exercendo a sua acção bactericida.2,40     

1.3.3. Inibidores de β-lactamases
Os inibidores das β-lactamases não são antimicrobianos β-lactâmicos, mas sim compostos administrados associados a estes com o objectivo de aumentar o seu espectro de acção. A hidrólise dos β-lactâmicos pelas enzimas β-lactamases tem vindo a ser apontado como o principal mecanismo de resistência antimicrobiana de microrganismos Gram-negativo como E. coli. O ácido clavulânico, o sulbactam e o tazobactam são compostos bi-cíclicos considerados os principais inibidores de β-lactamases. Vulgarmente associados à ampicilina ou amoxicilina, estes inibidores impedem a hidrólise enzimática dos β-lactâmicos permitindo que estes atinjam a camada rígida de peptidoglicano e exerçam a sua actividade bactericida.42
As associações de ampicilina com sulbactam e a ticarciclina com ácido clavulânico não se encontram disponíveis no mercado português, sendo a combinação de amoxicilina com ácido clavulânico a mais aplicada na antibioterapia contra estirpes produtoras de β-lactamases como E. coli.43


1.3.4. Outros antimicrobianos
O peptidoglicano e a sua biossíntese são o alvo de acção dos antimicrobianos β-lactâmicos no combate aos microrganismos Gram-negativo. Mas para além destes muitas outras classes de antimicrobianos, com variados mecanismos de acção, podem ser aplicados com eficiência. Os principais antimicrobianos aplicados em antibioterapia dirigida a microrganismos Gram-negativo encontram-se descritos no Quadro 1.3.19  


Quadro 1.3. Principais antimicrobianos aplicados a microrganismos Gram-negativo – Classes e mecanismos de acção

	Antimicrobiano
	Classe
	
Mecanismos de Acção


	Amicacina
	Aminoglicosídeo
	Inibição da síntese proteica

	Gentamicina
	
	

	Tobramicina
	
	

	Tigeciclina
	Derivado das Tetraciclinas
	

	Ciprofloxacina
	Fluoroquinolona
	Inibição da DNA girase

	Levofloxacina
	
	

	Nitrofurantoína
	Furanos
	Redução a compostos intermédios activos contra o DNA

	Trimetoprim/Sulfametoxazol
	Sulfonamida com associação
	Inibição da síntese do ácido fólico



Adaptado de Christopher Walsh (2003).




1.4. Resistência antimicrobiana 
Com a panóplia de antimicrobianos comercializados actualmente o insucesso da antibioterapia aplicada revela-se alarmante. Estes resultados advêm dos mecanismos de resistência antimicrobiana aos fármacos desenvolvidos. Estes mecanismos podem ter uma origem natural ou adquirida e a sua existência obriga à realização de estudos de susceptibilidade aos antimicrobianos a fim de obter uma antibioterapia eficaz. De um modo geral as resistências provêm de mecanismos de: i) alteração do alvo dos antimicrobianos através de mutações dos mesmos; ii) alteração da quantidade de antimicrobiano que alcança o alvo, seja pela diminuição da permeabilidade por mutações nas porinas de difusão ou pelo aumento da saída do mesmo através bombas de efluxo; iii) inactivação, parcial ou total, do antimicrobiano por mecanismos enzimáticos (por exemplo β-lactamases); e iv) desenvolvimento de uma via metabólica alternativa que envolve precursores.44     

1.4.1. Mecanismos de resistência antimicrobiana natural 
A resistência natural é compartilhada por uma espécie ou género de microrganismos, que pela sua constituição natural, não são afectados por uma classe de antimicrobianos. Esta resistência pode ter origem em mecanismos como a existência de uma barreira de impermeabilidade aos antimicrobianos, falta de sistemas de transportes dos antimicrobianos, presença de mecanismos de bombas de efluxo, e existência de enzimas inactivadoras dos antimicrobianos.45 Um exemplo do mecanismo natural é a resistência dos Mycoplasma aos antimicrobianos β-lactâmicos pelo facto de não possuírem parede celular e consequentemente peptidoglicano.2   

1.4.2. Mecanismos de resistência antimicrobiana adquirida
A resistência adquirida, ao contrário da natural, pode surgir numa porção variável de isolados de uma espécie ou género de microrganismos e pode apresentar variabilidade temporal. Resultante de mutações em genes específicos ou da transferência horizontal de material genético (plasmídeos ou transposões), a resistência adquirida proporciona uma adaptação microbiana à pressão selectiva consequente do uso de múltiplos antimicrobianos. Os mecanismos que promovem este tipo de resistência são semelhantes aos da resistência natural diferenciando-se apenas na sua origem, evolução horizontal (natural) ou vertical (adquirida).19   




1.5. β-lactamases
Como foi referido anteriormente, a hidrólise enzimática por β-lactamases é um dos principais mecanismos de resistência a antimicrobianos β-lactâmicos apresentado por microrganismos Gram-positivo (β-lactamases extra celulares) e microrganismos Gram-negativo (β-lactamases periplasmáticas). De síntese endógena, cromossómicas ou mediadas por plasmídeos, as β-lactamases conferem resistência pela acção combinada da sua localização, cinética, quantidade e condições ambientais.46 
Até aos dias de hoje foram descritas centenas de β-lactamases sintetizadas por microrganismos Gram-negativo requerendo por isso um sistema de classificação.46 Actualmente são aceites dois tipos de classificação: classificação molecular de Ambler (1980) e classificação funcional de Bush (1995 – revista em 2010 por Bush e Jacoby).47 

1.5.1. Classificação molecular de Ambler
A classificação de Ambler, também designada por classificação molecular, surge em 1980 e agrupa as β-lactamases em quatro classes (A, B, C e D) de acordo com a sua sequência de aminoácidos.48 Estas β-lactamases podem ainda ser catalogadas consoante o composto presente no seu centro activo, sendo designadas como β-lactamases de serina as β-lactamases pertencentes às classes A, C e D e metalo-β-lactamases as da classe B (Figura 1.4.).2
Em 1980 apenas eram conhecidas quatro sequências aminoacídicas de β-lactamases pelo que Ambler as incluíu todas na classe A.48 Posteriormente em 1981, Jaurin e colaboradores descreveram a classe C de Ambler onde incluíram as β-lactamases de serina com grande actividade de hidrólise sobre os cefemos (cefalosporinas e cefamicinas). A classe D surge nos finais nos anos 80 onde foram inseridas β-lactamases com actividade sobre a oxacilina anteriormente incluídas na classe A.6,49
As β-lactamases de serina hidrolisam o anel β-lactâmico presente nas penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos. Este processo consiste na formação de um intermediário (penicilliol-O-Ser) ligado covalentemente à enzima por uma ligação éster, que ataca e abre o anel β-lactâmico tornando-o auto-acilado. Por outro lado, as β-lactamases da classe B (metalo-β-lactamases) utilizam o ião zinco presente no seu centro activo para activar a molécula de água e catalisar directamente a adição ao anel β-lactâmico.3 

 


  








Figura 1.4. Esquema da categorização das β-lactamases de acordo com a classificação molecular de Ambler e classificação funcional de Bush. Adaptado de Wanda Ferreira e colaboradores (2010). 



1.5.2. Classificação funcional de Bush
Em 1989, Bush propôs uma classificação funcional das β-lactamases. Esta classificação foi posteriormente revista em 1995 por Bush, Jacoby e Medeiros e mais recentemente, em 2010, por Bush e Jacoby.47,50 Esta classificação rege-se pela classificação de Ambler, baseando-se na similaridade funcional (perfil de substrato e de inibição) das β-lactamases incluídas em cada classe, subdividiu-as em quatro grupos (1, 2, 3 e 4) e vários subgrupos. O grupo 1, correspondente à classe C de Ambler, incluí cefalosporinases sintetizadas por bacilos Gram-negativo que hidrolisam todos os β-lactâmicos, excepto os carbapenemos, e que não são inibidas pelo ácido clavulânico; o grupo 2 (classe A e D de Ambler) incluí diferentes tipos de β-lactamases inibidas pelo ácido clavulânico que se encontram subdivididas em subgrupos de acordo com o seu perfil de substrato (cefalosporinases, penicilinases, oxacilinases e carbapenases); o grupo 3, relativo à classe B de Ambler, incluí as metalo-β-lactamases que não hidrolisam os monobactamos mas hidrolisam os carbapenemos, e que ao contrário das restantes carbapenases, não são inibidas pelo ácido clavulânico. E, por último, o grupo 4 que incluí as penicilinases não inibidas pelo ácido clavulânico, pouco definidas do ponto de vista molecular pelo que não estão inseridas na classificação de Ambler. 
   

1.5.3. β-lactamases de Espectro Alargado 
As primeiras β-lactamases mediadas por plasmídeo relatadas em bacilos Gram-negativo foram as penicilinases TEM-1, TEM-2 e SHV-1.8,46,51 Estas enzimas descritas nos finais dos anos 60 e inseridas na classe A, manifestam actividade hidrolítica sobre as penicilinas e cefalosporinas de baixo espectro, mas vulnerabilidade a cefalosporinas de espectro alargado, carbapenemos e monobactamos.52
Na década de 80, poucos anos após a entrada das cefalosporinas de espectro alargado na prática clínica, surgem as primeiras variantes destas enzimas com acção hidrolítica sobre o anel β-lactâmico das cefalosporinas de terceira geração. Devido a mutações pontuais nos genes bla, à pressão selectiva antimicrobiana e à sua codificação em plasmídeo, actualmente estão descritas e disseminadas milhares de ESBLs.4,51  
As ESBLs são vulgarmente definidas como β-lactamases mediadas por plasmídeo que apresentam propriedades hidrolíticas contra cefalosporinas de terceira geração, penicilinas e cefalosporinas de baixo espectro, inactivas sobre cefamicinas e carbapenemos e inibidas pelo ácido clavulânico.46
No entanto, em 2008 Livermore e colaboradores proposeram a alteração desta definição sendo incluída a capacidade de hidrólise das cefalosporinas de quarta geração.52 No mesmo ano, em Portugal, Fernandes e colaboradores corroboram o estudo anterior referindo que 98% das estirpes produtoras de ESBLs eram resistentes às cefalosporinas de quarta geração.12 Actualmente, este critério já se encontra definido nas normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).53 
Consideradas as β-lactamases mais frequentes na família das Enterobacteriaceae e vulgarmente encontradas em estirpes de E. coli e K. pneumoniae,6 as ESBLs têm sido descritas também em outras famílias bacterianas como Pseudomonadaceae e Aeromonadaceae.54
Os microrganismos produtores de ESBLs, na sua generalidade, apresentam resistência às penicilinas, às cefalosporinas de primeira, segunda, terceira (e quarta geração), aos aminoglicosídeos, tetraciclinas e derivados, susceptibilidade a carbapenemos (imipenem e meropenem) e inibição por ácido clavulâncio, sulbactam e tazobactam. A resistência manifestada por estas enzimas à classe de antimicrobianos não-β-lactâmicos deriva, em grande número, da aquisição dos genes que codificam a resistência aos mesmos aquando da aquisição dos genes bla por recombinação plasmídica.55
Dependendo da sua origem, sequência de aminoácidos ou da actividade hidrolítica sobre os β-lactâmicos, as ESBLs podem ser de vários tipos, sendo as ESBLs do tipo TEM, SHV, CTX-M e OXA as mais disseminadas, especialmente em estirpes de E. coli, e por isso as mais descritas e estudadas.4


1.5.3.1. ESBLs tipo TEM
As ESBLs do tipo TEM são variantes das β-lactamases TEM-1. A TEM-1 foi descrita pela primeira vez em 1960 na Grécia, a partir de uma estirpe de E. coli presente numa hemocultura de uma paciente com o nome Temoniera.46 Desde a descrição da primeira ESBL tipo TEM em 1989, a TEM-3, têm sido relatadas inúmeras variantes destas enzimas disseminadas por todo o mundo e presentes em várias estirpes da família das Enterobacteriaceae e de não-Enterobacteriaceae. 
Inseridas na classe A de Ambler e no grupo 2b de Bush, as ESBLs do tipo TEM contam já com cerca de 190 variantes,56 sendo a TEM-179 e a TEM-180 recentemente descritas por Amador e colaboradores (2010).57 Estas enzimas são diferenciadas por mutações pontuais nos genes blaTEM responsáveis pela expansão do seu espectro de actividade.8 A actividade hidrolítica preferencial sobre a ceftazidima vale a este tipo de ESBLs a designação de ceftadizimases.41 

1.5.3.2. ESBLs tipo SHV
Filogeneticamente muito próxima da TEM-1, com quem compartilha 68% dos seus aminoácidos, a β-lactamase SHV-1 é a enzima da qual derivaram as ESBLs do tipo SHV (Sulphydryl variable).46 Mutações pontuais nos genes blaSHV estão na origem das cerca de 141 ESBLs do tipo SHV56 descritas essencialmente em estirpes do género Klebsiella, entre outros microrganismos. 
Em 2007, Machado e colaboradores descreveram estas variantes, da classe A de Ambler e grupo 2b de Bush, como as segundas ESBLs mais frequentes em Portugal, logo abaixo das ESBLs tipo TEM.4 Descritas pela primeira vez em 1983 na Alemanha, numa estirpe de Klebsiella ozaenae (a SHV-2), as variantes SHV-5 e SHV-12 são, actualmente, as variantes ESBLs do tipo SHV mais disseminadas.4,51,58    

1.5.3.3. ESBLs tipo CTX-M
As ESBLs tipo CTX-M têm sido descritas em todo o mundo e consideradas responsáveis pelo aumento dramático de ESBLs.10,59 Designadas por Cefotaximases devido às primeiras enzimas apresentarem maior actividade hidrolítica sobre a cefotaxima do que contra a ceftazidima,11,60 actualmente as ESBLs do tipo CTX-M revelam um poder hidrolítico equitativo sobre estes dois β-lactâmicos.51,61 
A primeira ESBL do tipo CTX-M foi descrita em 1986, e devido à sua emergência e disseminação, hoje é relatada em todo o mundo. Estas ESBLs, pertencentes à classe A de Ambler e ao grupo 2b de Bush, foram descritas em Portugal pela primeira vez em 1999 numa estirpe de E. coli.11 
Com aproximadamente 120 variantes,56 as ESBLs do tipo CTX-M foram organizadas em 6 grupos (1, 2, 8, 9, 25 e 45) com base na sua sequência de aminoácidos.62 A CTX-M-15, pertencente às CTX-M do grupo 1, é a variante mais frequente em vários países (incluindo Portugal), manifesta multirresistências antimicrobianas e uma rapidez de disseminação superior às suas semelhantes. É actualmente a ESBL do tipo CTX-M mais comummente descrita em infecções associadas aos cuidados de saúde (IACS) e comunitárias.11,51,58,59  

1.5.3.4. ESBLs tipo OXA
As ESBLs do tipo OXA, ao contrário das anteriores, são ESBLs pertencentes à classe D de Ambler e grupo funcional 2d. Caracterizadas pela rápida hidrólise da oxacilina, de onde deriva a sua designação, são um tipo de ESBL menos descrito em Enterobacteriaceae.41 
As β-lactamases OXA foram descritas pela primeira vez numa estirpe de Pseudomonas aeruginosa e manifestavam uma baixa actividade hidrolítica sobre as cefalosporinas de terceira geração e fraca inibição pelo ácido clavulânico, apresentando por isso uma importância clínica pouco relevante.51 Porém, mutações pontuais nos genes blaOXA têm originado variantes destas enzimas com fenótipos ESBLs, aumentando o seu espectro de actividade mas mantendo a sua fraca inibição pelo ácido clavulânico. São exemplo destas enzimas a OXA-1 e as OXA-1-like (OXA-1, OXA-4, OXA-30).11 Apesar de estarem descritas aproximadamente 220 β-lactamases OXA56 nem todas apresentam fenótipo ESBL. 
Sem descrição epidemiológica descrita em Portugal, a OXA-1 parece ser a ESBL do tipo OXA mais disseminada, sendo na sua maioria em associação com outras ESBLs.51

1.5.4. β-lactamases AmpC
As β-lactamases AmpCs são cefalosporinases de actividade indutiva pertencentes à classe C de Ambler. 6,63,64 Com actividade hidrolítica sobre as penicilinas e cefalosporinas de terceira geração e susceptibilidade às de quarta geração (cefepime e cefpiroma), as AmpCs são diferenciadas das ESBLs pela sua acção de hidrólise sobre as cefamicinas (cefoxitina e cefotetan) e pela não-susceptibilidade ao ácido clavulânico. 7,64,65,66,67 Apesar da susceptibilidade manifestada in vitro deste tipo de β-lactamases aos carbapenemos, o seu uso terapêutico não é recomendado uma vez que estes compostos, tal como a cefoxitina e o ácido clavulânico, são fortes indutores de AmpCs cromossómicas.2 
As AmpCs foram originalmente descritas como β-lactamases cromossómicas presentes em estirpes de E. coli, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae e outras espécies de Aeromonas. No entanto, a produção destas β-lactamases por estirpes cromossomicamente negativas para AmpCs, como K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Salmonella spp. e Proteus spp., permitiu verificar a mediação plasmídica das β-lactamases AmpCs. 6,63,64,67,68 

As AmpCs mediadas por plasmídeo derivam das cromossómicas e podem co-existir em estirpes cromossomicamente positivas como E. coli, aumentando a sua expressão.6,67
Em 1989, na Coreia do Sul, foi descrita a primeira AmpC mediada por plasmídeo, a CMY-1.67 Até aos dias de hoje, inúmeras destas enzimas têm sido descobertas e estudadas surgindo a necessidade de as catalogar em 6 grupos7: CIT, DHA, MOX, EBC, FOX e ACC.56 


1.5.5. Co-produção de β-lactamases
A identificação fenotípica das β-lactamases, baseada na sua actividade hidrolítica sobre os diferentes β-lactâmicos, actualmente tem sido alvo de controvérsia. O insucesso da antibioterapia baseada neste tipo de identificação apresenta como principal causa o fenómeno de co-produção de β-lactamases.64 
A co-produção de β-lactamases define-se como sendo a capacidade de a mesma estirpe produzir diferentes tipos de β-lactamases, sendo a co-existência dos genes blaESBL e dos genes blaAmpC na mesma estirpe a co-produção com maior impacto clínico. Este mecanismo tem sido descrito em vários microrganismos, com maior frequência em E. coli e K. pneumoniae, e em várias partes do mundo.65,69
A rápida e eficaz disseminação de estirpes co-produtoras de ESBLs e AmpCs inicia-se com a dificuldade laboratorial da sua identificação. De acordo com as normas do CLSI, onde ainda não está definido qualquer teste screennig ou confirmatório para a identificação fenotípica de AmpCs, a identificação fenotípica de ESBLs é confirmada na presença de resistência a todas as penicilinas, cefalosporinas (incluindo as da quarta geração) e ao aztreonam (monobactamo) e na presença de inibição pelo ácido clavulânico.65 Um perfil com um aumento da susceptibilidade ao cefepime (cefalosporina de quarta geração) e uma fraca inactivação pelo ácido clavulânico pode originar um resultado falso-negativo para ESBLs em estirpes co-produtoras de ESBLs e AmpCs.69 A capacidade das AmpCs mascararem, fenotipicamente, a co-produção de ESBLs origina uma antibioterapia ineficaz e consequentemente, pela sua codificação em plasmídeo, a sua rápida disseminação.64,65,69
Vários estudos têm sido realizados com o propósito de desenvolver um teste eficaz para a identificação fenotípica de ESBLs em estirpes co-produtoras de ESBLs e AmpCs. Na presença de um resultado falso-negativo no teste confirmatório para a identificação fenotípica de ESBLs, a combinação de cefepime e cefepime/ácido clavulânico parece evidenciar fenotipicamente a presença das ESBLs em estirpes co-produtoras.64,65



1.6. Epidemiologia de Enterobacteriaceae ESBLs e AmpCs 
A actividade hidrolitíca de espectro alargado e codificação em plasmídeo proporcionou às estirpes Enterobacteriaceae com fenótipo ESBL uma rápida disseminação. Como consequência, ao longo dos últimos anos tem-se verificado uma alteração da epidemiologia dos fenómenos de resistência.1
Durante os anos 90, as variantes do tipo TEM e SHV eram as ESBLs mais prevalentes em todo o mundo, excepto na América do Sul onde dominava a CTX-M-2. Nessa década a disseminação de ESBLs do tipo TEM e SHV ocorria, na sua grande maioria, através de clones endémicos, constituindo a bactéria K. pneumoniae o principal reservatório de genes blaESBL.70 As estirpes produtoras de ESBL eram essencialmente isoladas em IACS, com elevada frequência em Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), e pouco incidentes em infecções adquiridas na comunidade.46
As primeiras alterações epidemiológicas começaram a surgir com a disseminação das ESBLs do tipo CTX-M. Com uma acção de hidrólise mais abrangente e utilizando a bactéria E. coli como reservatório, este tipo de ESBLs vinham a ser descritas com maior frequência em várias partes de mundo e ambiente (hospitalar e comunitário).70 Porém, foi nos meados da mudança do século que se assistiu à alteração drástica da epidemiologia de resistências de ESBLs como consequência destas variantes.1 
Actualmente as ESBLs do tipo CTX-M são as β-lactamases mais prevalentes na maior parte dos países Europeus, na Ásia e na América do Sul. Apesar desta vasta distribuição se dever em muito à CTX-M-15, outras variantes CTX-M são amplificadas localmente como a CTX-M-9 e CTX-M-14 em Espanha, CTX-M-1 na Itália, CTX-M-5 na Bielorrúsia e na Rússia e a CTX-M-3 nos Países de Leste (Figura 1.5.).1,4
Relativamente às ESBLs do tipo SHV, destacam-se as enzimas SHV-5 e SHV-12 como as mais predominantes. Descritas em países como Portugal, Bósnia, Croácia, Grécia, Hungria e Polónia, estas enzimas encontram-se intimamente relacionadas com IACS provocadas por K. pneumoniae.4,51,58 
Entre as aproximadamente 190 variantes de ESBLs do tipo TEM, epidemiologicamente, as enzimas TEM- (-3, -4, -10, -12, -21, -24, -26 e -56) encontram-se disseminadas com maior frequência em regiões geográficas particulares, aparentemente devido à localização dos genes blaTEM nos plasmídeos conjugativos endémicos. As enzimas TEM-3 e TEM-4 surgem em K. pneumoniae em França e Espanha, a TEM-24 associada à bactéria Enterobacter aerogenes é frequentemente descrita na Bélgica, França, Portugal e Espanha e a TEM-52, inicialmente cingida a estirpes de origem animal, é actualmente uma das enzimas mais frequentes em infecções humanas em Portugal.4,8  
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Figura 1.5. Distribuição das variantes ESBLs do tipo CTX-M em diferentes áreas geográficas. Fonte. Hawkey e colaboradores  (2009).


Inicialmente as β-lactamases AmpCs pareciam estar restritas ao ambiente hospitalar, sendo as infecções adquiridas na comunidade um reflexo único das ESBLs. Actualmente, devido à sua codificação em plasmídeo e às suas propriedades de resistência, as AmpC mediadas por plasmídeo encontram-se disseminadas por várias partes do mundo e em ambas as comunidades.6,63 Esta disseminação deve-se em grande parte ao grupo CIT, que tem sido apontado como o grupo mais prevalente e, dentro deste a CMY-2, a AmpC mediada por plasmídeo mais disseminada (incluindo em Portugal) e vulgarmente codificada por E. coli. 7,67,68,72
O estudo de Machado e colaboradores em 2007 reportou as enzimas TEM-24, TEM-52, SHV-12 e a CTX-M-15 (esta última corroborada por Mendonça e colaboradores no mesmo ano) como as ESBLs mais frequentes em Portugal, revelando uma percentagem de frequência por tipo TEM, SHV e CTX-M respectivamente de 46%, 30% e 22%.4,11 No entanto em 2008, Fernandes revelou TEM (42%), CTX-M (33%) e SHV (25%).12



Objectivos
A disseminação da actividade hidrolítica aos β-lactâmicos manifestada pelas Enterobacteriaceae com fenótipo ESBLs e/ou AmpC é o principal mecanismo de resistência antimicrobiana entre bactérias Gram-negativo. A elevada ocorrência da estirpe E. coli em ambiente hospitalar e comunitário, bem como a sua capacidade conjugativa, tornam esta bactéria um dos principais reservatórios e vectores da disseminação de genes blaESBL e genes blaAmpC.7,10
O presente estudo teve por principal objectivo aferir quanto à prevalência de ESBLs e AmpCs em isolados clínicos de E. coli na região da Serra da Estrela. Adicionalmente pretendeu-se i) verificar o gene bla mais prevalente nesta região; ii) evidenciar fenómenos de co-produção, bem como a sua frequência e predominância; iii) comparar perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos entre diferentes genótipos; iv) comparar a distribuição dos genes bla em populações distintas (hospitalar e comunidade); e v) inferir sobre a idade e o género dos indivíduos portadores de estirpes produtoras de β-lactamases, bem como sobre os espécimes biológicos infectados. 
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2. Material e Métodos
O presente estudo apresentou como principal objectivo verificar a prevalência de ESBLs e AmpCs em isolados clínicos de E. coli na região da Serra da Estrela. No coração da Serra da Estrela, o distrito da Guarda localiza-se na Beira Interior Norte e é constituído por 14 municípios (Figura 2.1.). Os dados mais recentes (2009 com a última actualização a 31 de Maio de 2010) do Instituto Nacional de Estatística indicam que o distrito da Guarda tem 108 006 habitantes, em que 47% são do sexo masculino e 52% do sexo feminino, sendo que 25% dos habitantes apresentam uma idade superior a 65 anos.73 
Os processos de selecção e recolha de estirpes para o presente estudo foram efectuados no laboratório de Microbiologia do Serviço de Patologia Clínica do Hospital Sousa Martins, Unidade Local de Saúde da Guarda, E.P.E. Os espécimes biológicos infectados eram provenientes das diversas consultas externas e serviços de internamentos.


[image: http://cache.virtualtourist.com/2759626-Travel_Picture-Distrito_da_Guarda.png][image: http://t1.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcQyjUKQqSZ9cfvv9ZQeJdiv6L1F5WujIPAvETbrPejyrOUUyilb]
       Figura 2.1. Mapa do distrito da Guarda. Fonte: http://members.virtualtourist.com/ 







2.1. Meios de cultura e Soluções

2.1.1. Meios de cultura 
Para a detecção e isolamento de estirpes bacterianas presentes nos mais diversos espécimes procedeu-se à sementeira dos mesmos em vários meios de cultura. Enriquecimento, selectivos ou diferenciais, com ágar ou sem ágar, os meios de cultura foram seleccionados quanto à sua composição e capacidade de desenvolvimento dos microrganismos pretendidos.
No serviço de Microbiologia são utilizados diversos meios de cultura como: Gelose de Chocolate + PoliViteX (PVX), Manitol Salt Agar (MSA), Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Sabouraud Gentamicina Cloranfenicol 2 (SGC), entre outros. Os meios de cultura que favorecem o desenvolvimento de microrganismos da família das Enterobacteriaceae, e por isso aplicados no presente estudo, encontram-se descritos seguidamente.

2.1.1.1. Cystine Lactose Eletrolyte Deficient (CLED)
A gelose de CLED (bioMérieux®) é utilizada para o isolamento e diferenciação de microrganismos do tracto urinário. A fermentação da lactose provoca a acidificação do meio que, na presença do indicador de pH azul de bromotimol, altera a sua cor de verde para amarelo. A presença de cistina favorece o desenvolvimento de bactérias coliformes relativamente ao tamanho e diferenciação das suas colónias, e o seu fraco conteúdo em electrólitos previne o swarming característico de Proteus spp.74   

2.1.1.2. Gelose Columbia (GC)
A gelose de GC (bioMérieux®), vulgarmente designada por gelose de sangue, é um meio altamente nutritivo utilizado para o crescimento de todo o tipo de microrganismos incluindo os mais fastidiosos, como por exemplo do género de Streptococcus e Pneumococcus. Suplementos de sangue 5% de carneiro Factor X (hemina), extracto de levedura (fonte de vitaminas do complexo B) e amido (fonte de energia e agente de desintoxicação), esta gelose permite não só o crescimento e desenvolvimento de uma grande variedade de bactérias como, também evidenciar reacções hemolíticas ( α e β hemólise).74  



2.1.1.3. MacConkey (MCK)
A gelose de MCK (bioMérieux®) é um meio de isolamento selectivo e de diferenciação para a detecção de Enterobacteriaceae em vários tipos de espécimes. A selectividade é conferida pela presença de cristal violeta e sais biliares que impedem o crescimento e desenvolvimento de microrganismos Gram-positivo. A fermentação da lactose na presença de vermelho neutro é evidenciada pela coloração rosa ou vermelha das colónias, permitindo a diferenciação das colónias não fermentadoras, incolores ou ligeiramente bejes.74

2.1.1.4. Müeller Hinton (MH)
A gelose de MH é o meio de cultura recomendado pelo CLSI para a elaboração de estudos de susceptibilidade antimicrobiana pelo método de difusão em disco. A sua composição, rica em ácido de caseína hidrolisado e infusão de carne, fornece compostos azotados, vitaminas, carbono, enxofre e aminoácidos permitindo o desenvolvimento da maior parte dos microrganismos patogénicos não fastidiosos. A adição de amido permite a absorção dos metabolitos tóxicos eventualmente produzidos. 
O meio de cultura foi reconstituído segundo as indicações do fabricante (LIOFILCHEM) sendo posteriormente autoclavado a 121ºC, durante 15 minutos. Antes de plaquear foi efectuada uma estabilização do meio em banho-maria a 55ºC durante 30 minutos.

2.1.1.5. Tryptic Soy Broth (TSB)
O meio de TSB (sem ágar - líquido) é um meio de cultura nutritivo utilizado para o desenvolvimento de diversos microrganismos. Essencialmente constituído por caseína digerida da soja, este meio permite não só o crescimento e isolamento de bactérias aeróbias e anaeróbias e o desenvolvimento de bactérias mais exigentes, como também a sua utilização nas provas bioquímicas posteriores.
O meio de cultura foi reconstituído segundo as indicações do fabricante (PANREAC) sendo posteriormente autoclavado a 121ºC, durante 15 minutos. 

2.1.1.6. Frascos de cultura BacT/ALERT® 
Os frascos de cultura BacT/ALERT (bioMeriéux®) são meios de cultura líquidos utilizados para a pesquisa de microrganismos aeróbios (Frasco SA®) e microrganismos anaeróbios e anaeróbios facultativos (Frasco SN®) no sangue. Cada frasco contém um sensor de CO2 e é constituído por 40mL de meio suplementado com hidrolisado pancreático de caseína, hidrolisado papaínico de farinha de soja, substratos de aminoácidos complexos e hidratos de carbono (com adição de agentes redutores no Frasco SN) numa atmosfera de CO2 sob vácuo.74  
Após a inoculação, os frascos são incubados no sistema automático BacT/ALERT®3D (bioMeriéux®) que proporciona o ambiente óptimo para o crescimento microbiano e a monitorização do mesmo através de leituras periódicas da concentração de CO2 pelo sistema de Light-Emitting Diode (LED).

2.1.2. Soluções e amortecedores de pH

2.1.2.1. Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 100mM
O EDTA é um ácido poliprótico usualmente adicionado em várias soluções amortecedoras de pH para reduzir as reacções intermoleculares mediadas por catiões divalentes e prevenir a desnaturação do DNA. 
A solução stock de EDTA pH 8.0 foi preparada a 100mM pela dissolução de 1,46g de EDTA (PANREAC) em 50mL de água destilada. Após uma agitação vigorosa com o auxílio de um agitador magnético, a solução foi a autoclavar a 121ºC, durante 15 minutos. 

2.1.2.2. Brometo de etídio 
O brometo de etídio é um agente intercalante usado vulgarmente como marcador de ácidos nucleicos em processos de electroforese em gel de agarose. Quando exposto a uma fonte de luz ultravioleta (UV), emite uma luz vermelha alaranjada, que se intensifica em 20 vezes depois de intercalado na cadeia de DNA. O uso desta substância deve ser cauteloso devido ao ser efeito mutagénico e, possivelmente, cancerígeno ou teratogénico.
No presente este estudo foi utilizado uma solução de brometo de etídeo de 0,5mg/mL (Invitrogen). 

2.1.2.3. Cloreto de Sódio (NaCl) 5M
O NaCl é um composto iónico vulgarmente apresentado sob a forma de sal. Entre as suas várias aplicações, o NaCl na presença de um álcool (etanol ou isopropanol), favorece a precipitação dos ácidos nucleicos em processos de extracção de DNA. 
Para o presente estudo foi preparada uma solução stock de NaCl 5M pela adição de 29,2g de NaCl (SIGMA) a 100mL de água destilada, sendo posteriormente autoclavada a 121ºC, durante 15 minutos.

2.1.2.4. Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) 20%
O SDS é um detergente aniónico comummente utilizado na solubilização de proteínas, extracção de DNA e na redução das ligações não-específicas durante a hibridização dos ácidos nucleicos.
A solução preparada para este estudo foi SDS a 20%, tendo sido pesados 20g de SDS (PANREAC) e perfeito o volume de 100mL com água destilada. A solução de SDS a 20% se for autoclavada sofre um processo de polimerização, pelo que, para evitar algum tipo de contaminação ou desenvolvimento de microrganismos, a solução foi preparada imediatamente antes da sua utilização.

2.1.2.5. Etanol a 70%
O etanol a 70% é muito utilizado em processos de precipitação de proteínas e ácidos nucleicos, na dissolução de lípidos, na fixação de células, entre outros.
No presente estudo o etanol a 70% foi preparado a partir de 70 mL de etanol absoluto (PANREAC) tendo sido perfeito um volume de 100mL com água destilada e posteriormente foi autoclavada a 121ºC, durante 15 minutos. 

2.1.2.6. Fenol-Clorofórmio 1:1
Esta mistura, idealmente utilizada em processos de extracção de DNA, possibilita a formação de uma fase orgânica, onde se encontram lípidos, polissacarídeos de grandes dimensões, proteínas complexadas ao SDS e resíduos da desnaturação proteica, e uma fase aquosa constituída essencialmente por ácidos nucleicos.
A solução de fenol-clorofórmio 1:1 foi efectuada pela adição de 50mL de fenol (SIGMA) a 50mL de clorofórmio (SIGMA) numa câmara de fluxo laminar. Na preparação desta solução foram utilizados adicionalmente óculos e máscara de protecção devido ao poder corrosivo, mutagénico, neurotóxico e citotóxico desta mistura. 

2.1.2.7. Amortecedores de pH Tris(hidroximetil) aminometano (TRIS) 
O TRIS é um composto orgânico utilizado como amortecedor de pH em processamentos de DNA, RNA e electroforese de proteínas. A facilidade em incorporar-lhe diversos aditivos como EDTA, ácido acético, ácido bórico, detergentes como o SDS, e outros, torna este composto aplicável em diversos processos como extracção de DNA e corrida de electroforese. 

2.1.2.7.1. Solução Salina-EDTA (STE) 
A solução de STE foi preparada a partir de 10 mL de TRIS 10mM, 10 mL de EDTA 1mM e 5 mL de NaCl 100mM, sendo posteriormente autoclavada a 121ºC, durante 15 minutos.

2.1.2.7.2. TRIS-Acetato-EDTA (TAE) 1x
A solução de TAE 1x foi preparada a partir 20 mL de uma solução stock de TAE 50x, sendo o volume de 1000mL perfeito com água destilada.

2.1.2.7.3. TRIS EDTA 10x (TE), pH 8.0
A solução stock de tampão TE pH 8.0 foi preparada a partir de Tris.HCl 10mM, pH 8.0 e EDTA 1mM. A esterilização ocorreu por processo de autoclave a 121ºC, durante 15 minutos.




2.2. Espécimes biológicos – Processamento e sementeiras
O laboratório de Microbiologia do Hospital Sousa Martins recebe diariamente uma grande variedade de espécimes biológicos, como urinas, expectorações, hemoculturas (periféricas e centrais), exsudados de feridas cirúrgicas e não cirúrgicas, entre outros, provenientes de utentes dos diferentes serviços de internamento e da consulta externa. 
Com o objectivo de seleccionar e recolher estirpes para o presente estudo foram efectuados os processamentos dos espécimes conforme os protocolos vigentes no serviço de Microbiologia e de acordo com as normas de CLSI.

2.2.1. Processamento de espécimes biológicos
Após a sua recepção, os espécimes biológicos foram processados de imediato, sendo armazenados a uma temperatura de 2 a 8ºC quando esta premissa não era possível. Este procedimento permitiu garantir a integridade das amostras e inibir o crescimento bacteriano no período entre a recepção do espécime e o seu processamento.53   
Dependendo do tipo de espécime ou do seu processo de colheita, alguns espécimes sofreram tratamento previamente à inoculação, nomeadamente as expectorações e os exsudados. 
As expectorações foram inicialmente submetidas a um processo de liquefacção por um agente mucolítico, MUCOSOLTM (AlphaTec, 2010), permitindo a quebra das pontes de dissulfureto constituintes do muco. Este processo consistia em diluir 5mL do espécime em 5 mL de MUCOSOLTM durante 15 minutos, com agitação no vórtex em intervalos de 5 minutos, e uma centrifugação a 3000 r.p.m. durante 15 minutos. Após rejeitar o sobrenadante, o produto de liquefacção era diluído em água peptonada (1:10). Este factor de diluição era tido em conta aquando da leitura das placas e no processo de contagem de colónias. 
A colheita de um exsudado era efectuada com uma zaragatoa de algodão estéril sem meio de transporte, pelo que no acto da recepção da mesma era-lhe adicionado aproximadamente 1 mL de soro fisiológico para impedir que esta secasse.  

2.2.2. Técnicas de sementeira
As técnicas de sementeiras de espécimes biológicos aplicadas no presente estudo, tiveram por bases os protocolos vigentes no serviço, e variavam consoante o espécime, o meio de cultura (líquido ou sólido) e o objectivo da mesma (contagem, isolamento ou detecção) (Quadro 2.1.). 

Estrias em 2 quadrantes – Com uma ansa estéril com a quantidade de inóculo pretendida tocou-se no centro do meio de cultura e traçou-se uma estria na vertical. Seguidamente inóculou-se o meio sempre no mesmo sentido, com o cuidado de fazer estrias apertadas no primeiro quadrante, para um eficaz esgotamento do inóculo, e estrias mais distanciadas no segundo, de modo a promover o isolamento das colónias.  
Estrias em 3 quadrantes – Com uma pipeta esterilizada inóculou-se a quantidade pretendida no meio de cultura. Com uma ansa estéril efectuou-se a sementeira em 3 quadrantes, sendo que nos primeiros com estrias apertadas (esgotamento do inóculo) e no último estrias mais distanciadas (isolamento de colónias). 
Esgotamento e estrias – Com a zaragatoa de colheita efectuou-se o esgotamento do inóculo no primeiro quadrante e com uma ansa estéril efectuaram-se as estrias nos outros dois quadrantes.
Incorporação em meio líquido – Com a seringa da punção ou com uma pipeta esterilizada inóculou-se o meio de cultura líquido com a quantidade pretendida.


Quadro 2.1. Cultura de espécimes biológicos
	
Espécime

	Meios de Cultura
	Quantidade de Inóculo
	Técnica de Sementeira
	Tempo e Temperatura de Incubação

	
Urina

	CLED
	10μL
	Estrias em 2 quadrantes
	24h a 35 ± 2ºC

	Expectoração
	GC
PVX(1)
SGC(2)
	50μL
	Estrias em 3 quadrantes
	24h a 35 ± 2ºC

	Hemocultura
(periférica e central)
	
BacT/ALERT SA(3) BacT/ALERT SN(3)

	1-2mL
	Incorporação em meio líquido
	Até 5 dias a 35 ± 2ºC

	Exsudado de ferida
(cirúrgica e não cirúrgica)
	GC
PVX(1)
SGC(2)
MSA
MCK
MRSA
	NA(4)
	Esgotamento e estrias
	24h a 35 ± 2ºC


(1) Incubação em atmosfera de CO2  (2) Incubação à temperatura ambiente até atingir 72horas 
(3) Se positivo repica-se para GC e PVX e incuba-se nas condições adequadas (4) Não aplicável



2.3. Estirpes bacterianas – Identificação e susceptibilidade antimicrobiana
A identificação fenotípica de estirpes bacterianas requer a avaliação de diferentes critérios como o aspecto das colónias, classificação de Gram e provas bioquímicas/serológicas. O estudo da susceptibilidade antimicrobiana permite classificar o seu grau de virulência e planificar uma terapêutica eficaz.   

2.3.1. Análise macro e microscópica 
A análise macroscópica das colónias era efectuada tendo em conta o meio de cultura em causa e proporcionava uma caracterização preliminar das estirpes. A presença de colónias amarelas ou opacas em meio de CLED, colónias de maiores dimensões em meio de GC e colónias rosa não mucosas em meio de MCK, era indicativo de estirpes da família das Enterobacteriaceae, presumivelmente, E. coli. 
Para complementar a análise anterior, a análise microscópica com uma coloração diferencial, coloração de Gram, permitia distinguir os microrganismos Gram-positivo de Gram-negativo, através do diferente teor lipídico e da camada de peptidoglicano da sua parede bacteriana. Esta coloração iniciava-se com a aplicação do corante primário, violeta de cristal, e com a fixação do mesmo por uma solução de lugol, proporcionando uma coloração roxa às bactérias. A aplicação de uma solução de álcool-acetona, ineficiente sobre a parede de peptidoglicano e dupla camada fosfolípidica das bactérias Gram-positivo, dissolvia a fina camada lipídica das bactérias Gram-negativo permitindo a formação de poros na sua membrana e a remoção do precipitado violeta de cristal/lugol. Posteriormente a coloração com safranina destinava-se a corar de vermelho as bactérias incolores.19 A análise microscópica de bacilos Gram-negativo (coloração vermelha) corroborava a análise macroscópica na identificação preliminar das estirpes de E. coli.  

2.3.2. Identificação e susceptibilidade antimicrobiana
Baseada na análise macro e microscópica, a identificação e susceptibilidade das estirpes foi efectuada por um sistema automatizado e complementada por técnicas manuais regendo-se pelas normas do CLSI.

2.3.2.1. Método automatizado  
A identificação fenotípica e a susceptibilidade antimicrobiana das estirpes foram determinadas pelo sistema automatizado VITEK® 2 Compact (bioMérieux®). 
Baseado num sistema óptico de transmissão, o VITEK® 2 Compact executava as análises de identificação e susceptibilidade, através da monitorização contínua do crescimento e da actividade dos microrganismos no interior dos poços das cartas, com amostragens de transmissão de luz do mesmo poço em intervalos de 15 minutos. O sistema óptico utilizava LEDs que produziam luz nos comprimentos de onda apropriados e fotodetectores de silicone para capturar a luz transmitida, determinando deste modo o crescimento de microrganismos através da quantidade de luz que era impedida de atravessar o poço.75
A identificação de uma estirpe era efectuada através de cartas de identificação. Para a identificação de microrganismos o VITEK® 2 Compact apresenta 6 cartas: ID GN (identificação de bactérias Gram-negativo), ID GP (identificação de bactérias Gram-positivo), ID YST (identificação de fungos e leveduras), ID ANC (identificação de bactérias anaeróbias e Corinebactérias), ID NH (identificação de Neisseria e Heamophilus) e ID BCL (identificação de Bacillus). Cada carta de identificação era constituída por poços onde ocorria o crescimento e reacções entre os microrganismos e os compostos impregnados nos mesmos.76
De forma similar ao anterior, o estudo da susceptibilidade antimicrobiana era efectuado em cartas de susceptibilidade. Estas cartas eram igualmente constituídas por vários poços e estes continham antimicrobianos impregnados em diferentes concentrações. Baseado em vários estudos, a bioMérieux® desenvolveu várias cartas de susceptibilidade destinadas a diferentes microrganismos, distinguindo-se entre elas pelos antimicrobianos e concentrações aplicadas.
No presente estudo foi aplicada a carta de identificação ID GN (Quadro 2.2.) e a carta de susceptibilidade AST N151 (carta portuguesa) (Quadro 2.3.), permitindo identificar as estirpes E. coli, obter o seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e verificar a produção de β-lactamases, permitindo uma identificação fenotípica de ESBLs e AmpCs. 
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	Poço
	Teste
	Quantidade/Poço

	2
	Ala-Fe-Pro-ARILAMIDASE
	0,0384mg

	3
	ADONITOL
	0,1875mg

	4
	L-Pirrolidonil- ARILAMIDASE
	0,018mg

	5
	L-ARABITOL
	0,3mg

	7
	D-CELOBIOSE
	0,3mg

	9
	Beta-Galactosidase
	0,036mg

	10
	Produção de H2S
	0,0024mg

	11
	BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASE
	0,0408mg

	12
	Glutamil Arilamidase pNA
	0,0324mg

	13
	D-GLUCOSE
	0,3mg

	14
	GAMA-GLUTAMIL-TRANSFERASE
	0,0228mg

	15
	Fermatação/Glucose
	0,45mg

	17
	BETA-GLUCOSIDASE
	0,036mg

	18
	D-MALTOSE
	0,3mg

	19
	D-MANITOL
	0,1875mg

	20
	D-MANOSE
	0,3mg

	21
	BETA-XILOSIDASE
	0,0324mg

	22
	BETA-Alanina arilamidase pNA
	0,0174mg

	23
	L-Prolina ARILAMIDASE
	0,0234mg

	26
	LIPASE
	0,0192mg

	27
	PALATINOSE
	0,3mg

	29
	Tirosina ARILAMIDASE
	0,0276mg

	31
	UREASE
	0,15mg

	32
	D-SORBITOL
	0,1875mg

	33
	SACAROSE/SUCROSE
	0,3mg

	34
	D-TAGATOSE
	0,3mg

	35
	D-TREALOSE
	0,3mg

	36
	CITRATO (SÓDIO)
	0,054mg

	37
	MALONATO
	0,15mg

	39
	5-QUETO-D-GLUCONATO
	0,3mg

	40
	Alcalinização L-LACTATO
	0,15mg

	41
	ALFA-GLUCOSIDADE
	0,036mg

	42
	Alcalinização SUCINATO
	0,15mg

	43
	Beta-N-ACETIL-GALACTOSAMINIDASE
	0,0306mg

	44
	ALFA-GALACTOSIDASE
	0,036mg

	45
	FOSFATASE
	0,0504mg

	46
	Assimilação Glicina ARILAMIDASE
	0,012mg

	47
	ORNITINA DESCARBOXILASE
	0,3mg

	48
	LISINA DESCARBOXILASE
	0,15mg

	52
	BASE DESCARBOXILASE
	NA

	53
	Assimilação L-HISTIDINA
	0,087mg

	56
	CUMARATO
	0,126mg

	57
	BETA-GLUCORONIDASE
	0,0378mg

	58
	RESISTÊNCIA O/129 (comp./vibrio)
	0,0105mg

	59
	Glu-Gli-Arg-ARILAMIDASE
	0,0576mg

	61
	Assimilação L-MALATO
	0,042mg

	62
	ELLMAN
	0,03mg

	64
	Assimilação L-LACTATO
	0,186mg


 
 (
Quadro 2.2. 
Conteúdo dos poços da carta 
de identificação de microrganismos Gram-negativo 
e respectivas concentrações
 do sistema 
VITEK
®
 2 Compact
 da bioMérieux
®
)



       Fonte: bioMérieux® Portugal (2009).


            
Quadro 2.3. Conteúdo dos poços da carta de portuguesa AST N151 e respectivas concentrações do sistema VITEK® 2 Compact da bioMérieux®

	Antimicrobiano
Concentração por poço (μg/mL)
	Intervalo de CMI

	
	≤
	≥

	Amicacina 
(8, 16, 64)
	2
	64

	Amoxicilina/Ácido Clavulânico
(4/2, 16/8, 32/16)
	2/1
	32/16

	Ampicilina
(4, 8, 32)
	2
	32

	Cefalotina
(2, 8, 32)
	2
	64

	Cefotaxima
(1, 4, 16, 32)
	1
	64

	Ceftazidima
(1, 2, 8, 32)
	1
	64

	Cefuroxima
(2, 8, 32)
	1
	64

	Ciprofloxacina
(0.5, 2, 4)
	0,25
	4

	Ertapenem
(0.5, 1, 6)
	0,5
	8

	Gentamicina
(4, 16, 32)
	1
	16

	Levofloxacina
(0.25, 0.5, 2, 8)
	0,12
	8

	Meropenem
(0.5, 2, 6, 12)
	0,25
	16

	Nitrofurantoína
(16, 32, 64)
	16
	512

	Tigeciclina
(0.75, 2, 4)
	0,5
	8

	Tobramicina
(8, 16, 64)
	1
	16

	Trimetoprim/Sulfametoxazole
(1/19, 4/76, 16/304)
	20 (1/19)
	320 (16/304)

	ESBL
	Cefepime (1)
	Negativo
	Positivo

	
	Cefotaxima (0.5)
	
	

	
	Ceftazidima (0.5)
	
	

	
	Cefepime/Ácido Clavulânico (1/10)
	
	

	
	Cefotaxima/Ácido Clavulânico (0.5/4)
	
	

	
	Ceftazidima/Ácido Clavulânico (0.5/4)
	
	



            Fonte: bioMérieux® Portugal (2009).
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2.3.2.2. Teste elipsóide (E-test) para confirmação de ESBL
O teste elipsóide é um método para a determinação da concentração mínima inibitória (CIM) pela técnica de difusão, considerado pelo CLSI como um teste determinante para a identificação fenotípica de ESBL.53 Este teste consiste em uma tira de 0,5 cm x 5,0 cm, impregnada com um antimicrobiano em quinze concentrações em gradiente, que permite avaliar a susceptibilidade aos antimicrobianos. 
Foram aplicados dois E-test® (bioMérieux®) para a confirmação da presença de ESBLs: Cefotaxima e Cefotaxima/Ácido Clavulânico (CT/CTL) e Ceftazidima e Ceftazidima/Ácido Clavulânico (TZ/TZL). O teste foi efectuado em meio de MH, inoculado com uma suspensão salina a 0,5 McFarland e as CIM foram definidas pela intercepção do halo de inibição na tira. A presença de ESBL foi confirmada sempre que se verificava a premissa CT/CTL ou TZ/TZL ≥ 8, ou se ocorresse o fenómeno de phantom zone ou deformação da elipse (Figura 2.2.).51,74  


 (
B
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Figura 2.2. Detecção da presença de ESBL em E. coli pelo método de E-test®. (A) O rácio CT/CTL > 8. (B) O rácio TZ/TZL > 8. Adaptado de Akpaka Patrick e colaboradores (2008).





2.3.2.3. Método de difusão em disco (Kirby-Bauer)
A classificação de estirpes como produtoras de β-lactamases de espectro alargado pelos métodos anteriormente descritos foi efectuada considerando as normas do CLSI. No entanto, os critérios para a detecção fenotípica de β-lactamases do grupo C de Ambler, AmpC, ainda não estão definidos.
O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos determinado pelo método automatizado VITEK® 2 Compact e pelo método E-test® não possibilitam a detecção de AmpC e podem apresentar falsos-negativos para ESBLs quando ocorre uma co-produção de AmpCs. 
Ao contrário das ESBLs, as AmpCs estão descritas como resistentes às cefamicinas, nomeadamente à cefoxitina. Com o objectivo de detectar a produção de AmpCs, foi realizado um teste de susceptibilidade pelo método de Kirby-Bauer. Este teste foi efectuado segundo as recomendações do CLSI, em meio de MH e com discos de cefoxitina de 30μg. Um halo de inibição igual ou inferior a 18 mm indicava o fenómeno de resistência53 e a possível presença de AmpCs.67

2.3.2.4. Teste elipsóide (E-test) para confirmação de AmpC
De uma forma semelhante ao E-test® para confirmação de ESBLs, também o E-test® para a confirmação de AmpCs se baseia na CMI manifestada por uma estirpe na presença de um antimicrobiano e na presença deste com adição de um inibidor, sendo o seu processamento e interpretação dos resultados efectuados de igual forma.74   
O E-test® Cefotetan e Cefotetan/Cloxacilina (CN/CNI) para a confirmação de AmpCs foi aplicado às estirpes que apresentaram resistência à cefoxitina (halo de inibição igual ou inferior a 18mm).

 








2.4. Selecção e conservação das estirpes bacterianas

2.4.1. Estirpes em estudo
As estirpes seleccionadas para o presente estudo foram E. coli que apresentavam resistência e/ou baixa susceptibilidade a todas as cefalosporinas testadas e classificadas fenotipicamente como produtoras de ESBLs e/ou AmpCs pelo método de E-test®. No período entre 15 de Julho de 2010 e 15 de Maio de 2011 foram seleccionadas 38 estirpes não duplicadas. Para isolar as estirpes repicou-se uma colónia isolada da cultura primária para uma GC posteriormente incubada a 35±2ºC durante 24 horas, sendo a conservação efectuada pelo kit Vibakstore® e armazenadas a -70ºC.

2.4.2. Recolha de dados
Foram recolhidos os dados demográficos (sexo, idade, serviço hospitalar e espécime) dos indivíduos portadores das estirpes seleccionadas. Estes dados foram submetidos a uma análise estatística descritiva, sendo garantida a confidencialidade dos mesmos.

2.4.3. Estirpes controlo
Em todos os procedimentos metodológicos foram utilizadas estirpes controlo sujeitas aos mesmos processos e condições das estirpes em estudo. De acordo com as normas do CLSI foi utilizada a estirpe E. coli 25922 da American Tissue and Cell Culture (ATCC).53 Este e outros controlos, controlos positivos (CP) e negativos (CN) encontram-se descritos no Quadro 2.4.

Quadro 2.4. Características das estirpes controlo 
	Estirpes controlo
	
ESBLs

	AmpCs

	Controlos Negativos
	
Designação

	Microrganismo
	TEM
	SHV
	FOX
	ACC
	EBC
	CIT (CMY-2)
	MOX
(MOX-2)
	DHA (DHA-1)

	
	ATCC25922
	E. coli
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	CN
	E. coli
	
	
	
	
	
	
	
	

	Controlos Positivos
	CP-TS
	E. coli
	x
	x
	
	
	
	
	
	

	
	CP1
	K. oxytoca
	
	
	x
	
	
	
	
	

	
	CP2
	Hafnia alvei
	
	
	
	x
	
	
	
	

	
	CP3
	E. cloacae
	
	
	
	
	x
	
	
	

	
	CP4
	E. coli
	
	
	
	
	
	x
	
	

	
	CP5
	E. coli
	
	
	
	
	
	
	x
	

	
	CP6
	K. pneumoniae
	
	
	
	
	
	
	
	x



2.5. Biologia Molecular
A análise molecular por Polymerase Chain Reaction (PCR) é a metodologia mais indicada para a determinação da capacidade de produção de β-lactamases. Com o objectivo de detectar a presença dos genes bla, todas as estirpes foram submetidas a um processo de extracção de DNA, quantificação e pureza do mesmo, amplificação dos genes e análise dos produtos amplificados.  

2.5.1. Extracção de DNA bacteriano
Foi utilizado o método da lise alcalina, modificado a partir de Sambrook,78 para efectuar a extracção de DNA das estirpes em estudo. Este método iniciou-se com a centrifugação (5000 r.p.m. durante 5 minutos) de 1,5 mL de meio de cultura TSB previamente inoculado e incubado a 35±2ºC overnight. O sobrenadante foi rejeitado e o pellet de bactérias foi ressuspendido em 750μL de STE (Tris 10mM + EDTA 1mM + NaCl 100mM). Foram adicionados 60μL de SDS a 20% seguido de uma incubação a 56ºC durante 10 minutos, proporcionando a lise da parede e da membrana bacteriana, a desnaturação de algumas proteínas e a inibição da actividade enzimática. 
Depois de arrefecer à temperatura ambiente, foram adicionados 650μL de fenol-clorofórmio (1:1). Efectuou-se uma agitação vigorosa no vórtex, de modo a que o fenol-clorofórmio ficasse completamente misturado com a solução, e centrifugou-se a 10000 r.p.m. durante 5 minutos. Este procedimento permitiu desproteinizar a solução e formar duas fases distintas, uma fase inferior constituída por contaminantes (ex. proteínas) e uma fase superior onde se encontrava o DNA posteriormente transferida para outro microtubo.
A adição de 10μL de NaCl (5M) e de 2 volumes de etanol absoluto teve por objectivo dissociar as proteínas dos ácidos nucleicos e posteriormente precipitá-los. A solução foi centrifugada (10000 r.p.m. durante 5 minutos), o sobrenadante foi rejeitado e lavou-se o precipitado com 10μL de etanol a 70%. Depois de secar à temperatura ambiente, dissolveu-se o precipitado em 200μL de TE (Tris-HCl 10mM, pH8,0 + EDTA 1mM) e conservou-se o produto de extracção a -20ºC.

2.5.2. Determinação da concentração e pureza de DNA
O método de espectroscopia de UV foi aplicado para quantificar o DNA extraído e inferir sobre o seu grau de pureza. Cada produto de extracção foi diluído em água destilada (1:1000) e, em cuvetes de quartzo, foi submetido a uma espectroscopia de UV em diferentes comprimentos de onda, 260 e 280nm. A concentração de DNA e o valor de absorvância a 260nm (A260), a um coeficiente de extinção igual a 20, apresentam uma relação linear uma vez que as bases azotadas presentes no primeiro apresentam uma absorção máxima quando sujeitas a este comprimento de onda. Partindo da premissa de que uma A260 igual a 1,0 corresponde a uma concentração de DNA igual a 50μg/mL, foi possível calcular a concentração de DNA extraído.
De uma forma semelhante ao DNA, também as proteínas apresentam uma absorção máxima quando submetidas a um comprimento de onda de 280nm. Uma razão entre a A260 e a A280 igual ou superior a 1,95 permitiu verificar a pureza relativa do DNA extraído, pelo que sempre que esta premissa não se verificou foi efectuada uma nova extracção de DNA.

2.5.3. Amplificação dos genes bla por PCR
Para a amplificação dos genes bla mais frequentes em E. coli foi efectuado um conjunto de três ensaios de PCR multiplex e um ensaio de PCR simples, descritos por Dallenne e colaboradores (2010) 79 e representados no Quadro 2.5.
Com o intuito de amplificar e posteriormente detectar a presença dos genes blaTEM, blaSHV e blaOXA-1-liKe foi aplicado o PCR multiplex TSO, o PCR multiplex CTX-M para os genes blaCTX-M mais frequentes (blaCTX-M Grupo 1, blaCTX-M Grupo 2 e blaCTX-M Grupo 9) e o PCR multiplex AmpC para os genes blaACC, blaFOX, blaMOX, blaDHA, blaCIT e blaEBC. Foi ainda efectuado um PCR simples, o PCR CTX-M Grupo 8/25 para o gene blaCTX-M-8/-25. As estirpes em estudo foram submetidas a todas as reacções de PCR anteriormente descritas. Um volume de 1μL de DNA total foi sujeito a 25μL de master mix contendo tampão de PCR 1x (10mM Tris-HCl, pH 8,3/50mM KCl), 200μM de cada dNTP (mistura de desoxinucleótios), 1,5mM MgCl2, uma concentração variável de primers específicos e 0,5U de Taq polymerase. A amplificação ocorreu nas seguintes condições: desnaturação inicial durante 10 minutos a 94ºC; 30 ciclos de 94ºC durante 40 segundos, 60ºC durante 40 segundos, 72ºC durante 1 minuto; elongação final 72ºC durante 7 minutos; e holding temperature a 4ºC, . 

2.5.4. Análise dos produtos de amplificação
Para a observação e análise dos produtos amplificados recorreu-se ao método de electroforese em gel de agarose. A electroforese decorreu a 80V durante 4 horas em TAE 1x em gel de agarose a 2% contendo brometo de etídio. A visualização dos fragmentos foi efectuada no transiluminador de UV, sendo o peso molecular inferido através de um marcador de peso molecular (100bp) possibilitando a identificação do tipo de β-lactamase presente (Quadro 2.5.).

	Nome do PCR multiplex
	β-lactamases alvo
	Nome do primer
	Sequência (5’-3’)
	Tamanho do produto amplificado (pb)

	PCR multiplex TSO

(TEM, SHV e OXA-1-like)
	
Variantes TEM
(incluindo TEM-1 e TEM-2)

	MultiTSO-T_for
	CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC
	800

	
	
	MultiTSO-T_rev
	CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
	

	
	
Variantes SHV
(incluindo SHV-1)

	MultiTSO-S_for
	AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC
	713

	
	
	MultiTSO-S_rev
	ATCCCGCAGATAAATCACCAC
	

	
	
OXA-1, OXA-4 e OXA-30

	MultiTSO-O_for
	GGCACCAGATTCAACTTTCAAG
	564

	
	
	MultiTSO-O_rev
	GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG
	

	PCR multiplex CTX-M 

(CTX-M Grupo 1, CTX-M Grupo 2, CTX-M Grupo 9)
	
Variantes CTX-M Grupo 1
(incluindo CTX-M-1, CTX-M-3 e CTX-M-15)

	MultiCTX-MGrp1_for
	TTAGGAARTGTGCCGCTGYAa
	688

	
	
	MultiCTX-MGrp1-2_rev
	CGATATCGTTGGTGGTRCCATa
	

	
	
Variantes CTX-M Grupo 2
(incluindo CTX-M-2)

	MultiCTX-MGrp2_for
	CGTTAACGGCACGATGAC
	404

	
	
	MultiCTX-MGrp1-2_rev
	CGATATCGTTGGTGGTRCCATa
	

	
	
Variantes CTX-M Grupo 9
(incluindo CTX-M-9 e CTX-M-14)

	MultiCTX-MGrp9_for
	TCAAGCCTGCCGATCTGGT
	561

	
	
	MultiCTX-MGrp9_rev
	TGATTCTCGCCGCTGAAG
	

	
PCR CTX-M Grupo 8/25

	
CTX-M-8, CTX-M-25, CTX-M-26 e CTX-M-39 até CTX-M-41

	CTX-MGrp8/25_for
	AACRCRCAGACGCTCTACa
	326

	
	
	CTX-MGrp8/25_rev
	TCGAGCCGGAASGTGYATa
	

	PCR multiplex AmpC

(ACC, FOX, MOX,
DHA, CIT e EBC)
	
ACC-1 e ACC-2

	MultiACC_for
	CACCTCCAGCGACTTGTTAC
	346

	
	
	MultiACC_rev
	GTTAGCCAGCATCACGATCC
	

	
	
FOX-1 até FOX-5

	MultiFOX_for
	CTACAGTGCGGGTGGTTT
	162

	
	
	MultiFOX_rev
	CTATTTGCGGCCAGGTGA
	

	
	
MOX-1, MOX-2, CMY-1, CMY-8 até CMY-11 e CMY-19

	MultiMOX_for
	GCAACAACGACAATCCATCCT
	895

	
	
	MultiMOX_rev
	GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA
	

	
	
DHA-1 e DHA-2

	MultiDHA_for
	TGATGGCACAGCAGGATATTC
	
997

	
	
	MultiDHA_rev
	GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG
	

	
	LAT-1 até LAT-3, BIL-1, CMY-2 até CMY-7, CMY-12 até CMY-18 e CMY-21 até CMY-23
	MultiCIT_for
	CGAAGAGGCAATGACCAGAC
	
538

	
	
	MultiCIT_rev
	ACGGACAGGGTTAGGATAGYa
	

	
	
ACT-1 e MIR-1

	MultiEBC_for
	CGGTAAAGCCGATGTTGCG
	

683



	
	
	MultiEBC_rev
	AGCCTAACCCCTGATACA
	





 (
a
Y = T ou C; R = A ou G
) (
Quadro 2.5
. 
Caracterização dos grupos de 
primers
 aplicados nos diversos PCR multiplex e no PCR simples 
Adaptado de 
Dallenne 
e colaboradores (2010)
 79
)
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3. Resultados
O laboratório de Microbiologia do Hospital Sousa Martins, Unidade Local de Saúde da Guarda, E.P.E, entre 15 de Julho de 2010 e 15 de Maio de 2011, detectou a presença de microrganismos patogénicos em 828 urinas, 561 hemoculturas, 273 expectorações e em 136 exsudados de feridas, entre outros espécimes biológicos. No conjunto destes, foram identificadas 437 estirpes de E. coli em que 54 apresentavam uma resistência/baixa susceptibilidade às cefalosporinas.
Segundo o critério da não duplicação de amostras foram seleccionadas 38 estirpes de E. coli com resistência/baixa susceptibilidade a todas as cefalosporinas testadas com o objectivo de as caracterizar fenotipicamente e genotipicamente quanto à produção de β-lactamases ESBLs e/ou AmpCs.
Os resultados obtidos a partir dos diversos procedimentos, assim como o seu tratamento estatístico, encontram-se seguidamente descritos.  



3.1. Portadores, serviço e espécime biológico
Na análise dos dados demográficos dos indivíduos portadores das estirpes em estudo (n=38) verificou-se que 55% (21/38) pertenciam ao sexo masculino e 45% (17/38) ao sexo feminino (Gráfico 3.1). Relativamente à idade dos mesmos (Gráfico 3.2.) constatou-se que a faixa etária mais frequente, 79% (30/38), correspondia ao intervalo de 75 a 90 anos, apresentando uma percentagem de 57% (17/30) de indivíduos do sexo masculino e 43% (13/30) do sexo feminino. Obteve-se ainda uma igual frequência, 5% (2/38), de indivíduos pertencentes às faixas etárias [0-15] e ]45-60] anos, e uma frequência de 10% (4/38) para o intervalo de 60 a 75 anos.   
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Gráfico 3.1. Percentagem dos géneros dos portadores das estirpes em estudo
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Gráfico 3.2. Distribuição dos portadores das estirpes em estudo segundo o género e a idade (anos)
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As estirpes em estudo foram isoladas a partir de diferentes espécimes biológicos, tendo-se verificado, através do Gráfico 3.3., que a maior frequência surgiu em culturas de urinas, 68% (26/38), seguidas dos exsudados de feridas não cirúrgicas com uma ocorrência de 18% (7/38). Estirpes de E. coli com fenótipo ESBL e/ou AmpC foram também identificadas em expectorações e hemoculturas como uma frequência de 10% (4/38) e 3% (1/38), respectivamente.


Gráfico 3.3. Frequência dos espécimes biológicos de onde foram isoladas as estirpes em estudo
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No presente estudo foram seleccionadas estirpes provenientes dos diversos serviços de internamento e consulta externa. Em análise, observou-se que 97% (37/38) correspondiam a estirpes isoladas de indivíduos internados (ambiente hospitalar), em contraste com 3% (1/38) detectados em indivíduos do ambiente comunitário.


3.2. Perfil de susceptibilidade aos Antimicrobianos
O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das estirpes em estudo foi realizado através do sistema automatizado VITEK® 2 Compact e pelos métodos Kirby-Bauer e E-test®. 
Através do Gráfico 3.4., relativo ao perfil de resistência antimicrobiana obtido pelo sistema automatizado VITEK® 2 Compact, verificou-se que 100% (38/38) das estirpes apresentavam resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos testados. No entanto, na análise da associação amoxicilina/ácido clavulânico verificou-se que apenas aproximadamente 53% (20/38) das estirpes em estudo apresentaram resistência à mesma. 
Na continuação da análise do gráfico, e relativamente às fluoroquinolonas e aos aminoglicosídeos, observou-se um fenómeno de resistência de 97% (37/38) e 71% (27/38) respectivamente, excepto no caso da amicacina, 3% (1/38). A associação de trimetoprim/sulfametoxazol apresentou uma frequência de resistência de 55% (21/38).
Os compostos ertapenem, meropenem e tigeciclina não contemplados no Gráfico 3.4, foram o conjunto de antimicrobianos aos quais 100% (38/38) das estirpes apresentaram um fenómeno de susceptibilidade antimicrobiana. 

[image: ]Gráfico 3.4. Frequência das resistências antimicrobianas obtida pelo sistema VITEK® 2 Compact



 (
Antimicrobianos
)







 (
Número de estirpes resistentes (n=38)
)


 (
F
) (
E
) (
D
) (
C
) (
A
) (
B
) (
Estirpe 
E4
) (
Estirpe 
E4
) (
Estirpe ATCC 25922
) (
Estirpe 
A2
) (
Estirpe 
E4
) (
Estirpe ATCC 25922
)[image: C:\Users\Katya\Desktop\Nova pasta\P9100111.JPG][image: C:\Users\Katya\Desktop\Nova pasta\P9100109.JPG][image: C:\Users\Katya\Desktop\Nova pasta\P9100112.JPG][image: C:\Users\Katya\Desktop\Nova pasta\P9100110.JPG][image: C:\Users\Katya\Desktop\Nova pasta\P9100117.JPG][image: C:\Users\Katya\Desktop\Nova pasta\P9100114.JPG]




















Figura 3.1. Perfil de resistência antimicrobiana à cefoxitina (30μg) pelo método de Kirby-Bauer (A e B), Etest® confirmatório para ESBLs (C, D e E) e Etest® confirmatório para AmpCs (F) de algumas estirpes em estudo e da estirpe ATCC 25922. FOX – Cefoxitina; CT – Cefotaxima; CTL – Cefotaxima/Ácido clavulânico; TZ – Ceftazidima; TZL – Ceftazidima/Ácido clavulânico; CN – Cefotetan; CNI – Cefotetan/Cloxaciclina.




Para colmatar o perfil de resistência antimicrobiana realizado pelo sistema automatizado VITEK® 2 Compact, foi testada uma cefamicina, a cefoxitina, utilizando o método de Kirby-Bauer. De acordo com as normas do CLSI, um resultado in vitro de um halo superior a 18mm revela um fenómeno de susceptibilidade à cefoxitina (Figura 3.1.A), sendo que o contrário comprova um fenómeno de resistência (Figura 3.1.B).      
A confirmação fenotípica da produção de β-lactamases ESBLs e AmpCs foi realizada pelo método de E-test®. Para as primeiras foram aplicados os E-test® CT/CTL e TZ/TZL e para as AmpCs o E-test® CN/CNI. A Figura 3.1.C representa um resultado negativo para a produção de ESBLs (CT/CTL<8 e TZ/TZL<8), a Figura 3.1.D um resultado positivo (CT/CTL>8 e TZ/TZL - phantom zone) e a Figura 3.1.E apresenta um resultado inconclusivo.
A resistência às cefamicinas aliada a um perfil de resistência/baixa susceptibilidade às cefalosporinas tem sido um critério utilizado para a identificação fenotípica screnning de estirpes produtoras de AmpCs. Para a confirmação fenotípica da produção destas β-lactamases foi aplicado o E-test® CN/CNI às estirpes resistentes à cefoxitina, sendo um resultado positivo exemplificado na Figura 3.1.F.    

Quadro 3.1. Métodos Kirby-Bauer e E-test® - resultados obtidos em frequência absoluta

	
	E-test® ESBL
	Disco
	E-test® AmpC

	Antimicrobianos
	CT/CTL
	TZ/TZL
	FOX
	CN/CNI

	Positivo/Resistente
	37/38
	37/38
	14/38
	1/14

	Negativo/Susceptível
	-
	-
	24/38
	13/14

	Inconclusivo
	1/38
	1/38
	-
	-


FOX – Cefoxitina; CT – Cefotaxima; CTL – Cefotaxima/Ácido clavulânico; TZ – Ceftazidima; TZL – Ceftazidima/Ácido clavulânico; CN – Cefotetan; CNI – Cefotetan/Cloxaciclina

Os resultados obtidos pelos métodos E-test®, representados pelo Quadro 3.1., revelaram que 97% (37/38) das estirpes de E. coli em estudo apresentaram um resultado positivo para teste confirmatório da produção de ESBLs, sendo que apenas uma estirpe manifestou um resultado inconclusivo.
Na análise do teste de resistência antimicrobiana à cefoxitina pelo método de Kirby-Bauer verificou-se que 63% (24/38) das estirpes apresentavam um fenómeno de susceptibilidade, sendo que os restantes 37% (14/38) correspondiam às estirpes resistentes a esta cefamicina. Estas estirpes foram sujeitas ao E-test® para a confirmação da produção de AmpCs verificando-se que apenas 7% (1/14) apresentou um resultado positivo. 
 


3.3. Análise Molecular
A análise molecular das estirpes em estudo teve por objectivo detectar a presença de genes bla. Esta iniciou-se com o processo de extracção de DNA pelo método da lise alcalina. A determinação da quantidade e pureza do DNA extraído foi efectuada por espectroscopia de UV com leituras das absorvâncias a 260nm e 280nm. A quantidade de DNA, expressa em concentração (μg/mL), e a pureza (rácio) do mesmo foram extrapoladas a partir das seguintes formulas: 



Quadro 3.2. Estatística da concentração (μg/mL) e pureza (rácio) do DNA extraído  
	
n

	DNA
	Mínimo
	Máximo
	Média
	Desvio Padrão

	38
	
Concentração (μg/mL)

	1450
	3900
	2272,37
	473,02

	
	
Pureza (rácio)

	2
	9
	4,26
	1,434




O Quadro 3.2. expressa a estatística da concentração e pureza do DNA extraído. Através deste quadro foi possível verificar uma concentração média de 2272,37μg/mL, sendo a concentração mínima e máxima 1450 e 3900μg/mL respectivamente. 
Na determinação da pureza, o DNA extraído revelou um rácio entre as absorvâncias de 2 a 9 com um valor médio de 4,26, verificando-se que 100% (38/38) dos extraídos manifestaram uma rácio superior ao valor de 1,95.     
Para a detecção da presença de genes bla foi realizado o PCR multiplex TSO (genes blaTEM, blaSHV e blaOXA-1-liKe), o PCR multiplex CTX-M (genes blaCTX-M Grupo 1, blaCTX-M Grupo 2 e blaCTX-M Grupo 9), o PCR multiplex AmpC (genes blaACC, blaFOX, blaMOX, blaDHA, blaCIT e blaEBC) e o PCR CTX-M Grupo 8/25 (gene blaCTX-M-8/-25).
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Figura 3.2. Revelação dos produtos amplificados pelo PCR multiplex AmpC. MM – Marcador de peso molecular; E4 – amplificados da estirpe E4; CP1 a CP6 – amplificados das estirpes controlo positivos de AmpC; pb – par de bases.

A técnica de electroforese foi a metodologia aplicada para a revelação dos produtos amplificados durante os diversos PCRs. A Figura 3.2. representa os resultados obtidos pelo PCR multiplex AmpC, onde se observa a presença de genes blaAmpC nas estirpes controlo (CP1 a CP6) e na estirpe em estudo designada por E4 (ver Quadros 2.4. e 2.5. – Capítulo II).
As metodologias anteriormente referidas permitiram a identificação de 49 genes bla. Na análise do Gráfico 3.5. foi possível verificar que no PCR multiplex TSO foram amplificados e detectados genes blaTEM e blaOXA-1-liKe, com uma ocorrência de 10% (5/49) e 55% (27/49), respectivamente. Ainda no mesmo PCR multiplex verificou-se que não ocorreu amplificação dos genes blaSHV em nenhuma das estirpes em estudo. 
Relativamente ao PCR multiplex CTX-M apurou-se que ocorreu uma amplificação de 33% (16/49) de genes blaCTX-M Grupo 1, não se verificando a detecção dos genes blaCTX-M Grupo 2 e blaCTX-M Grupo 9. O PCR multiplex AmpC permitiu detectar a presença do gene blaCIT em 2% (1/49), e o PCR CTX-M Grupo 8/25 não evidenciou qualquer amplificação.


Gráfico 3.5. Frequência da detecção dos genes bla nas estirpes em estudo
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3.4. Caracterização geral das estirpes em estudo
Posteriormente à identificação dos genes bla foi possível caracterizar cada uma das estirpes de acordo com o gene(s) bla detectado(s). 
O Gráfico 3.6. revelou que 40% (15/38) das estirpes apresentavam mais do que um gene, sendo que 93% (14/15) transportavam 2 genes e 7% (1/15) amplificaram 3 genes. Aproximadamente 47% (18/38) das estirpes manifestou a presença de apenas um gene e 13% (5/38) não amplificou qualquer um dos genes bla pesquisados. 
Numa análise individual foi possível catalogar 40% (15/38) das estirpes como E. coli produtoras de ESBLs do tipo OXA-1-like, 26% (10/38) como produtoras de ESBLs do tipo CTX-M grupo 1 e do tipo OXA-1-like e 8% (3/38) das estirpes de E. coli foram identificadas como ESBLs do tipo CTX-M grupo 1. 
As estirpes produtoras de ESBLs do tipo CTX-M grupo 1 e do tipo TEM apresentaram uma ocorrência de 5% (2/38), 3% (1/38) das estirpes foram caracterizadas como ESBLs do tipo CTX-M grupo 1, TEM e OXA-1-like, mais 3% (1/38) como ESBL do tipo TEM e AmpC do tipo CIT e os restantes 3% (1/38) como ESBL do tipo TEM e OXA-1-like. 


Gráfico 3.6. Caracterização e frequência das estirpes em estudo de acordo com os genes bla detectados
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Posteriormente à caracterização molecular das estirpes foi analisado o seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de acordo com os genes bla detectados. O Quadro 3.3. apresenta as não-susceptibilidades (resistente ou intermédio) aos antimicrobianos testados. Verificou-se que, independentemente dos genes bla presentes, 100% (38/38) das estirpes manifestaram um fenómeno de não-susceptibilidade às cefalosporinas e, contrariamente, uma susceptibilidade total à tetraciclina utilizada. Ainda foi possível constatar que, no total das estirpes estudadas, apenas a estirpe produtora de β-lactamases do tipo TEM e do tipo CIT manifestou susceptibilidade às fluoroquinolonas, assim como a estirpe produtora da β-lactamase do tipo CTX-M do grupo 1 foi singular na não-susceptibilidade apresentada ao furano testado.     

Quadro 3.3. Perfil de não-susceptibilidade aos antimicobianos das estirpes segundo os genes bla detectados 
	Estirpes de acordo com os
genes bla detectados
	Não-susceptibilidade aos Antimicrobianos – Percentagem e Frequência 

	
	CEFL
	AMC
	CAR
	AMI
	FLU
	TET
	FRN
	SXT
	CEFM

	OXA-1-like
	100%
(15/15)
	93%
(14/15)
	0%
(0/15)
	93%
(13/15)
	100%
(15/15)
	0%
(0/15)
	0%
(0/15)
	67%
(10/15)
	40%
(6/15)

	CTX-M Grp 1
	100%
(3/3)
	67%
(2/3)
	0%
(0/3)
	0%
(0/3)
	100%
(3/3)
	0%
(0/3)
	33%
(1/3)
	33%
(1/3)
	33%
(1/3)

	CTX-M Grp 1/OXA-1-like
	100%
(10/10)
	90%
(9/10)
	0%
(0/10)
	90%
(9/10)
	100%
(10/10)
	0%
(0/10)
	0%
(0/10)
	80%
(8/10)
	70%
(7/10)

	CTX-M Grp 1/TEM/OXA-1-like
	100%
(1/1)
	0%
(0/1)
	0%
(0/1)
	100%
(1/1)
	100%
(1/1)
	0%
(0/1)
	0%
(0/1)
	100%
(1/1)
	0%
(0/1)

	CTX-M Grp 1/TEM
	100%
(2/2)
	50%
(1/2)
	0%
(0/2)
	0%
(0/2)
	100%
(2/2)
	0%
(0/2)
	0%
(0/2)
	50%
(1/2)
	0%
(0/2)

	TEM/OXA-1-like
	100%
(1/1)
	100%
(1/1)
	0%
(0/1)
	100%
(1/1)
	100%
(1/1)
	0%
(0/1)
	0%
(0/1)
	0%
(0/1)
	0%
(0/1)

	TEM/CIT
	100%
(1/1)
	100%
(1/1)
	0%
(0/1)
	100%
(1/1)
	0%
(0/1)
	0%
(0/1)
	0%
(0/1)
	0%
(0/1)
	100%
(1/1)


 (
CEFL – Cefalosporinas (incluí 
Cefalotina
, Cefuroxima, Cefotaxima e Ceftazidima); AMC – Amoxicilina/Ácido clavulânico; CAR – Carbapenemos (incluí Ertapenem e Meropenem); AMI – Aminoglicosídeos (incluí Gentamicina e 
Tobramicina
); FLU – Fluoroquinolonas (incluí Ciprofloxacina e Levofloxacina); TET – Tetraciclinas (incluí Tigeciclina); FRN – Furanos (incluí Nitrofurantoína); SXT – Trimetoprim/Sulfametoxazol; CEFM – Cefamicinas (incluí Cefoxitina)
)


Numa análise mais particular do quadro anterior foi possível averiguar que 93% (14/15) das estirpes identificadas como produtoras de ESBLs OXA-1-like apresentaram-se como não-susceptíveis à amoxicilina/ácido clavulânico e aos aminoglicosídeos, 67% (10/15) relativamente ao trimetoprim/sulfametoxazol e 40% (6/15) à cefamicina testada, a cefoxitina.
O outro conjunto de estirpes produtoras de apenas um tipo de β-lactamases, CTX-M do grupo 1, manifestou uma percentagem de 67% (2/3) de não-susceptibilidade à amoxicilina/ácido clavulânico e 33% (1/3) ao trimetoprim/sulfametoxazol e à cefoxitina.
Das estirpes co-produtoras de β-lactamases do tipo CTX-M do grupo 1 e OXA-1-like, aproximadamente 90% (9/10) demonstraram uma não-susceptibilidade à amoxicilina/ácido clavulânico e aos aminoglicosídeos e percentagens de 80% (8/10) e 70% (7/10) relativamente ao trimetoprim/sulfametoxazol e à cefoxitina, respectivamente.
Entre as estirpes estudadas verificou-se que uma apresentava co-produção de 3 tipos e β-lactamases, CTX-M do grupo 1, TEM e OXA-1-like. Entre os antimicrobianos aminoglicosídeos, trimetoprim/sulfametoxazol, amoxicilina/ácido clavulânico e cefamicina apenas se manifestou não-susceptível aos dois primeiros. No entanto, a co-produção de CTX-M do grupo 1 e TEM manifestada por duas estirpes revelou um fenómeno de não-susceptibilidade de 50% (1/2) à amoxicilina/ácido clavulânico e ao trimetoprim/sulfametoxazol e uma susceptibilidade unânime aos aminoglicosídeos e à cefamicina testada. 
A estirpe co-produtora de β-lactamases do tipo TEM e OXA-1-like revelou-se não-susceptível à amoxicilina/ácido clavulânico e aos aminoglicosídeos, sendo susceptível ao trimetoprim/sulfametoxazol e à cefamicina. 
A única estirpe co-produtora de β-lactamases ESBLs e AmpC, tipo TEM e tipo CIT respectivamente, demonstrou uma não-susceptibilidade à amoxicilina/ácido clavulânico, aos aminoglicosídeos e à cefamicina., verificando-se um fenómeno de susceptibilidade ao trimetoprim/sulfametoxazol.
A caracterização geral das estirpes em estudo, bem como das estirpes controlo aplicadas, relativamente ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, aos resultados nos testes confirmatórios fenotípicos para a produção de ESBLs e AmpCs e aos PCRs efectuados, encontra-se no Quadro 3.4.


	Estirpe
	CEFL
	AMC
	CAR
	AMI
	AMK
	FLU
	TET
	FRN
	SXT
	CEFM
	Etest® ESBLs
	Etest® AmpCs
	Genes
blaTEM/SHV
	Genes
blaOXA-1-like
	Genes
blaCTX-M Grp 1, 2 e 9
	Genes
blaAmpC

	ATCC 25922
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	N
	NA
	ND
	ND
	ND
	ND

	CN
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	N
	NA
	ND
	ND
	ND
	ND

	CP-TS
	R
	S
	S
	S
	S
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	TEM/SHV
	ND
	ND
	ND

	CP1
	R
	R
	S
	R
	S
	S
	S
	S
	S
	R
	N
	P
	ND
	ND
	ND
	FOX

	CP2
	R
	R
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	R
	N
	P
	ND
	ND
	ND
	ACC

	CP3
	R
	R
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	R
	N
	P
	ND
	ND
	ND
	EBC

	CP4
	R
	R
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	R
	R
	N
	P
	ND
	ND
	ND
	CIT

	CP5
	R
	R
	S
	R
	R
	S
	S
	S
	S
	R
	N
	P
	ND
	ND
	ND
	MOX

	CP6
	R
	R
	S
	R
	R
	R
	S
	R
	R
	R
	N
	P
	ND
	ND
	ND
	DHA

	A1
	R
	S
	S
	S
	S
	R
	S
	I
	S
	S
	P
	NA
	ND
	ND
	ND
	ND

	A2
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	A3
	R
	I
	S
	S
	S
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	A4
	R
	S
	S
	S
	S
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	ND
	ND
	ND

	A5
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	ND
	ND
	ND

	A6
	R
	S
	S
	S
	S
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	A7
	R
	R
	S
	S
	S
	R
	S
	S
	S
	R
	P
	N
	ND
	ND
	CTX-M Grp 1
	ND

	A8
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	B1
	R
	I
	S
	S
	I
	R
	S
	S
	R
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	B2
	R
	I
	S
	S
	S
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	ND
	ND
	ND


 (
Quadro 3.4
. 
Caracterização geral das estirpes de 
E. coli
 em estudo e das estirpes controlo
) (
CEFL
 – 
Cefalosporinas (incluí Cefalotina, 
Cefu
roxima, Cefotaxima e Ceftazidima); AMC – Amoxicilina/Ácido clavulânico; CAR – Carbapenemos (incluí Ertapenem e Meropenem); AMI – Aminoglicosídeos (incluí Gentamicina e Tobramicina); AMK – Amicanina; FLU – Fluoroquinolonas (incluí Ciprofloxacina e Levofloxacina); TET – Tetraciclinas (incluí Tigeciclina); FRN – Furanos (incluí Nitrofurantoína); SXT – Trimetoprim/Sulfametoxazol; CEFM – Cefamicinas (incluí
 Cefox
i
tina
)
; A1 a E4 – estirpes de 
E. coli
 em estudo; 
R – Resistente; S – Susceptível; I – Intermédio; P – Positivo; N – Negativo; NA – Não aplicável; ND – Não detectável; IC – Inconclusivo.
)

	Estirpe
	CEFL
	AMC
	CAR
	AMI
	AMK
	FLU
	TET
	FRN
	SXT
	CEFM
	Etest® ESBLs
	Etest® AmpCs
	Genes
blaTEM
	Genes
blaOXA-1-like
	Genes
blaCTX-M Grp 1, 2 e 9
	Genes
blaAmpC

	B3
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	B4
	R
	I
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	B5
	R
	I
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	ND
	ND
	ND

	B6
	R
	I
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	B7
	R
	I
	S
	S
	S
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	TEM
	ND
	CTX-M Grp 1
	ND

	B8
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	B9
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	C1
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	C2
	R
	S
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	S
	P
	NA
	TEM
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	C3
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	C4
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	C5
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	C6
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	C7
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	C8
	R
	S
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	C9
	R
	I
	S
	S
	S
	R
	S
	S
	R
	S
	P
	NA
	ND
	ND
	CTX-M Grp 1
	ND

	D1
	R
	S
	S
	S
	S
	R
	S
	I
	S
	S
	P
	NA
	ND
	ND
	CTX-M Grp 1
	ND

	D2
	R
	I
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	D3
	R
	I
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	S
	S
	P
	NA
	TEM
	OXA-1-like
	ND
	ND
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	Estirpe
	CEFL
	AMC
	CAR
	AMI
	AMK
	FLU
	TET
	FRN
	SXT
	CEFM
	Etest® ESBLs
	Etest® AmpCs
	Genes
blaTEM
	Genes
blaOXA-1-like
	Genes
blaCTX-M Grp 1, 2 e 9
	Genes
blaAmpC

	D4
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	D5
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	D6
	R
	R
	S
	R
	R
	R
	S
	S
	R
	S
	P
	NA
	ND
	OXA-1-like
	ND
	ND

	D7
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	D8
	R
	S
	S
	S
	S
	R
	S
	S
	R
	S
	P
	NA
	TEM
	ND
	CTX-M Grp 1
	ND

	D9
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	E2
	R
	R
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	E3
	R
	I
	S
	R
	I
	R
	S
	S
	R
	R
	P
	N
	ND
	OXA-1-like
	CTX-M Grp 1
	ND

	E4
	R
	R
	S
	R
	S
	S
	S
	S
	S
	R
	IC
	P
	TEM
	ND
	ND
	CIT
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i
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E. coli
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R – Resistente; S – Susceptível; I – Intermédio; P – Positivo; N – Negativo; NA – Não aplicável; ND – Não detectável; IC – Inconclusivo.
)
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4. Discussão

4.1. Portadores, serviço e espécime biológico
Os indivíduos portadores das estirpes em estudo foram caracterizados quanto à sua idade, género, serviço de prestação de cuidados de saúde e espécime biológico infectado.
A análise dos dados demográficos revelou uma percentagem de 55% (21/38) de indivíduos do sexo masculino, 45% (17/38) do sexo feminino e uma frequência de 30/38 de indivíduos entre os 75 e os 90 anos. Estes resultados encontram-se enquadrados com a comunidade da região da Serra da Estrela que, segundo o Instituto Nacional de Estatística, apresenta uma percentagem de 48% de homens e 52% de mulheres e ¼ de população envelhecida (25% dos habitantes apresentam uma idade superior a 65 anos).73 É ainda de salientar que as estirpes em estudo foram recolhidas de uma unidade hospitalar distrital, essencialmente de serviços de internamento (37/38), onde a comunidade idosa é predominante.
A análise do serviço de prestação de cuidados de saúde dos indivíduos portadores revelou uma predominância do serviço de internamento com uma percentagem de 97% (37/38). De acordo com o estudo de Wick de 2006, apesar da disseminação emergente de estirpes produtoras de β-lactamases apontar uma direcção no sentido da população geral, emancipando um problema de saúde pública, o ambiente hospitalar continua a manifestar predominância quando se trata de microrganismos multirresistentes.80 Carmeli em 2008 referiu ainda que uma comunidade de indivíduos com uma faixa etária mais avançada, com um sistema imunitário mais debilitado, a prevalência de internamentos prolongados, a vulnerabilidade a múltiplas terapias antimicrobianas e a susceptibilidade a IACS, parecem estar nas principais causas para as elevadas taxas de microrganismos multirresistentes em ambiente hospitalar.81                  
Urinas, expectorações, hemoculturas e exsudados de feridas não cirúrgicas foram os espécimes biológicos de onde foram isoladas as estirpes contempladas neste estudo. Da análise de frequências destes espécimes verificou-se uma predominância de 68% (36/38) de urinas com estirpes produtoras de β-lactamases. Paterson em 2006 e Bean e colaboradores em 2008, referiram que esta elevada percentagem resulta primariamente do facto de as estirpes em estudo serem E. coli, o microrganismo mais prevalente em infecções do tracto urinário,16,71 e, posteriormente, da aplicação de antibioterapias de diferentes espectros, a principal causa de estirpes multirresistentes, como afirmaram Song e colaboradores em 2009.62


As feridas não cirúrgicas, vulgarmente designadas por escaras, na sua maioria advêm do tempo prolongado de imobilidade dos indivíduos. Como em qualquer lesão da pele, a exposição dos tecidos moles proporciona uma maior vulnerabilidade a infecções por microrganismos. Moet e colaboradores em 2007 citaram que o ambiente hospitalar aliado à manipulação dos profissionais de saúde e às múltiplas antibioterapias aplicadas, parece favorecer o desenvolvimento de estirpes com elevada resistência antimicrobiana.82 No presente estudo foram isoladas 7 estirpes de E. coli produtoras de β-lactamases a partir deste espécime biológico. 
Das 38 estirpes estudadas 4 foram associadas a patologias do trato respiratório. Diversos estudos têm efectivamente associado a bactéria E. coli a infecções pulmonares.83 Já em 2000 Sanguinetti e colaboradores afirmaram que o risco de desenvolver uma infecção do tracto respiratório é aumentado após os 65 anos de idade.84 Esta probabilidade aliada a um meio ambiente hostil, como é o hospitalar, e ao comprometimento do sistema imunitário parecem estar na origem destes resultados.
Uma das 38 estirpes em estudo adveio de uma hemocultura. Bradford em 2001 e Schaecter em 2009 relataram a presença de estirpes de E. coli produtoras de β-lactamases em hemoculturas, recorde-se que a TEM-1 foi isolada a partir de uma hemocultura em 1960.14,46 Este era um resultado esperado uma vez que esta estirpe bacteriana é o principal agente infeccioso Gram-negativo em casos de bacterimia, como revelaram Fernandes e colaboradores em 2008.85 




4.2. Perfil de susceptibilidade aos Antimicrobianos
Para avaliar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das diversas estirpes recorreu-se ao sistema automatizado VITEK® 2 Compact e aos métodos Kirby-Bauer e E-test®. 
Através do sistema VITEK® 2 Compact verificou-se um fenómeno unânime de resistência à ampicilina, à cefalotina, à cefuroxima, à cefotaxima e à ceftazidima e um fenómeno de susceptibilidade ao ertapenem e ao meropenem. Este perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos reflecte as propriedades hidrolíticas das β-lactamases ESBLs contra cefalosporinas de terceira geração, penicilinas e cefalosporinas de baixo espectro e a inactividade sobre os carbapenemos.
De acordo com o CLSI, a susceptibilidade das estirpes produtoras de β-lactamases aos inibidores β-lactâmicos é outra particularidade das ESBLs.53 No presente estudo, esta propriedade foi avaliada pela amoxicilina/ácido clavulânico havendo sido determinada uma percentagem de resistência de 53% (20/38) a esta associação. Já em 2009 Pitout e colaboradores apresentaram uma resistência de 78% à amoxicilina/ácido clavulânico evidenciado uma diminuição da eficiência deste inibidor no combate às estirpes produtoras de ESBLs.10   
O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das estirpes em estudo contemplou a avaliação da resistência as fluoroquinolonas (ciprofloxacina e levofloxacina) e aos aminoglicosídeos (gentamicina, tobramicina e amicacina). Relativamente à primeira classe de antimicrobianos verificou-se um fenómeno de resistência em 97% (37/38) das estirpes. Quanto aos aminoglicosídeos constatou-se que 71% (27/38) apresentou resistência à gentamicina e à tobamicina, sendo que este fenómeno só se manifestou em 3% (1/38) em relação à amicacina. 
Estes valores percentuais apresentam-se mais elevados do que os definidos por Quin e colaboradores em 2008 (46% de resistência à ciprofloxacina e 45% à gentamicina)6 e por Pitout e colaboradores no mesmo ano (53% de resistência à tobamicina, 42% à gentamicina e 79% à ciprofloxacina).10 No entanto, os resultados obtidos no presente estudo corroboram os apontados por outros estudos realizados em Portugal. Mendonça e colaboradores em 2007, apresentaram 93% de resistência às fluoroquinolonas e 89% aos amoniglicosídeos,11 e Machado e colaboradores no mesmo ano, evidenciaram uma menor taxa de não-suspcetibilidade à amicacina em relação aos restantes aminoglicosídeos.4 
A associação de trimetoprim/sulfametoxazol apresentou uma frequência de resistência de 65% (21/38). Apesar de resultados díspares relativamente às resistências apresentadas às fluoroquinolonas e aos aminoglicosídeos, o resultado obtido quanto a esta associação parece aproximar-se dos resultados obtidos por Pitout e colaboradores em 2008 (62% de resistência ao trimetoprim/sulfametoxazol).10   
A tetraciclina testada foi a tigeciclina sendo que 100% (38/38) das estirpes manifestaram um fenótipo de susceptibilidade. Jones e colaboradores em 2008 afirmaram que o elevado nível de expressão de resistência a antimicrobianos não-β-lactâmicos como as fluroquinolonas, os aminoglicosídeos, as tetraciclinas e o trimetoprim/sulfametoxazol, por estirpes produtoras de β-lactamases do tipo ESBL é um factor adicional que deve ser ponderado aquando da escolha da antibioterapia.51  
A análise do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das estirpes em estudo permitiu, presuntivamente, classificá-las como produtoras de β-lactamases do tipo ESBL. No entanto, estes resultados foram confirmados pelo método de E-test® para ESBL. Baseado nos critérios definidos pelo CLSI, este método permitiu visualizar, in vitro, o sinergismo das estirpes quando submetidas a cefalosporinas de 3ª geração (cefotaxima e ceftazidima) e a estas conjugadas com um inibidor β-lactâmico (ácido clavulânico).53 Através desta metodologia foi possível confirmar, fenotipicamente, a produção de ESBLs em 97% (37/38) das estirpes, sendo que os restantes 3% (1/38) correspondem à estirpe que manifestou um resultado inconclusivo. De acordo com o estudo de 2010 de Mohanty e colaboradores, um resultado inconclusivo pode apresentar como origem uma co-produção de β-lactamases do tipo ESBL e do tipo AmpC em que as últimas mascaram a presença das primeiras.64     
A cefoxitina, percentence à classe das cefamicinas, foi o único antimicrobiano testado pelo método de Kirby-Bauer. De acordo com as normas do CLSI um halo igual ou inferior a 18mm indica um fenómeno de resistência. Este critério é citado por Li e colaboradores (2008), Manchanda e colaboradores (2003), Oteo e colaboradores (2010) e por Hu e colaboradores (2010) como teste screnning para a detecção de estirpes produtoras de β-lactamases do tipo AmpC. 7,63,65,67 
No presente, estudo 37% (14/38) das estirpes manifestaram-se resistentes a esta cefamicina. Mohanty e colaboradores em 2010, bem como Oteo e colaboradores no mesmo ano descreveram as ESBLs como enzimas incapazes de hidrolisar as cefamicinas.7,64 No entanto, ainda em 2001, Bradford afirmou que algumas estirpes produtoras de ESBLs podem apresentar-se como resistentes a esta classe de antimicrobianos, justificando este fenómeno com a perda de uma porina proteica membranar impossibilitando a difusão destes compostos para o meio intracelular.46 Mais tarde em 2008, Fernandes acrescentou que esta propriedade pode ser codificada em plasmídeo, possibilitando a transferência horizontal, e contribuindo para a disseminação das estirpes.12 Deste modo, estas estirpes resistentes à cefoxitina foram submetidas ao E-test® para AmpC para a confirmação fenotípica deste tipo de β-lactamases.
No E-test® para AmpC o antimicrobiano utilizado foi o cefotetan (cefamicina) e a cloxacicilina como inibidor. Esta metodologia permitiu verificar que apenas uma estirpe apresentou um fenótipo de produção de β-lactamases do tipo AmpC.
Relacionando os resultados obtidos pelos métodos VITEK® 2 Compact, Kirby-Bauer e E-test®, verificou-se que 97% (37/38) das estirpes classificadas fenotipicamente como produtoras de ESBLs compartilhavam um perfil antimicrobiano análogo. Inferiu-se também que a estirpe que apresentou um resultado inconclusivo no E-test® para ESBLs se manifestou resistente à cefoxitina e exibiu um resultado positivo no teste confirmatório para a produção de β-lactamases do tipo AmpC, evidenciando fenotipicamente a co-produção de ESBLs e AmpC, de acordo com o mencionado por Mohanty e colaboradores em 2010. 64
As classificações fenotípicas anteriormente descritas têm por base os comportamentos, in vitro, das estirpes quando sujeitas à acção de antimicrobianos em concentrações protocoladas. No entanto, estes comportamentos encontram-se condicionados por diversas variáveis como tempo e temperatura de incubação ou co-produção de β-lactamases. Dallenne e colaboradores em 2010, bem como Peirano e colaboradores no mesmo ano, afirmaram que a análise molecular, detecção da presença de genes bla por PCR, é a metodologia mais indicada para determinar se uma estirpe é ou não produtora de β-lactamases e na identificação da(s) mesma(s).59,79   


4.3. Análise Molecular
Para a detecção e identificação dos genes bla efectuou-se uma análise molecular iniciada pelo processo de extracção de DNA. O método modificado de Sambrook, baseado na lise alcalina, permitiu extrair o DNA bacteriano sendo este posteriormente sujeito à técnica de espectroscopia de UV em comprimentos de onda de 260nm e 280nm.
O rácio entre as absorvâncias a 260nm e 280nm permitiu avaliar a pureza relativa do DNA. Foram obtidos valores entre 2 e 9, ou seja, 100% (38/38) dos extraídos manifestaram um rácio superior ao valor de 1,95. Estes resultados permitiram inferir a pureza do DNA relativamente a contaminantes como proteínas ou detergentes, provenientes do processo de extracção, que pudessem interferir com a reacção de PCR que se seguiu.       
Para a detecção da presença de genes bla foi realizado o PCR multiplex TSO, o PCR multiplex CTX-M, o PCR multiplex AmpC e o PCR CTX-M Grupo 8/25, sendo a resolução dos resultados conseguida através de electroforese com brometo de etídeo.
Foram detectados 49 genes bla entre as 38 estirpes em estudo, possibilitando inferir que algumas estirpes apresentavam mais do que um gene bla. Em estudos de 2008, Jones e colaboradores, bem como o estudo de Quin, foi citado que esta co-produção de diferentes tipos de β-lactamases é uma das origens apontadas para a multirresistência antimicrobiana em Gram-negativo.51,72
Dos 49 genes bla constatou-se que 55% (27/49) eram genes blaOXA-1-like, 33% (16/49) eram blaCTX-M Grupo 1, 10% (5/49) dos genes foram identificados como genes blaTEM, e 2% (1/49) como blaCIT. Destaca-se o facto de não terem sido detectados, relativamente às β-lactamases do tipo ESBL, os genes blaSHV, blaCTX-M grupo 2, blaCTX-M grupo 9, nem blaCTX-M 8/25, e relativamente às β-lactamases do tipo AmpC, os genes blaACC, blaFOX, blaMOX, blaDHA, e blaEBC.
Diversos autores, como Cantón em 2005 e Bush mais tarde em 2008, definiam as ESBLs do tipo TEM e SHV como as variantes mais disseminadas por todo o mundo.70,86 No entanto, e após a viragem do século, a variante CTX-M tem sido detectada com grande frequência, inclusive em regiões onde os tipos TEM e SHV eram protagonistas, como relata Denton em 2007, Livermore em 2008, e Hawkey em 2008 e novamente em 2009.1,52,87,88 Fang e colaboradores, num estudo realizado em 2008 em Estocolmo, ordenaram as variantes ESBLs por ordem crescente de frequência em CTX-M, TEM, OXA e SHV,89  no entanto em 2009 na Malásia, Lim e colaborabores definiram a seguinte ordem: TEM, CTX-M, SHV e OXA.90 
Em Portugal, Machado e colaboradores em 2007 observaram, no Norte e Centro do país, uma predominância das ESBLs do tipo TEM (46%), seguida da variante SHV (30%), da CTX-M (22%) e da variante GES (2%),4 e em 2008 Fernandes, debruçado sobre a região Norte, revelou que, apesar da predominância das ESBLs do tipo TEM (42%), a variante CTX-M (33%) apresentara maior frequência que a SHV (25%).12 Num estudo da disseminação das ESBLs do tipo CTX-M em Portugal no ano de 2007, Mendonça e colaboradores descreveram a co-produção de ESBLs do tipo TEM (87%) e do tipo OXA-30 (85%) nas estirpes de E. coli ESBLs CTX-M, realçando a não detecção de β-lactamases do tipo SHV.11
Os resultados obtidos no presente estudo referentes aos genes blaESBL demonstram a predominância dos genes blaOXA-1-like, seguidos pelos blaCTX-M Grupo 1 e blaTEM respectivamente. Deste modo, é possível corroborar com os estudos de Machado e colaboradores em 2007, de Mendonça e colaboradores do mesmo ano, bem como com Fernandes em 2008, no que se refere ao aumento da ocorrência das ESBLs OXA-1-like e CTX-M, e à diminuição de frequência das variantes SHV.4,11,12
As frequências obtidas dos diferentes genes blaESBL podem indicar o nascer de uma nova mudança epidemiológica de resistência antimicrobiana em Portugal ou um fenómeno endémico na região da Serra da Estrela, sendo necessários futuros estudos para a sua confirmação. Como anunciou Hawkey e Jones em 2009,1 este tipo de mudanças epidemiológicas são essencialmente originadas pelo aumento do uso de antimicrobianos, o grande movimento de pessoas e o aumento da industrialização, condições verificadas no país e região em estudo. 
Como referem vários autores, uma outra classe de β-lactamases que se encontra em ascensão pertence à classe molecular C de Ambler e são denominadas por β-lactamases do tipo AmpC.6,63,64 Ferreira e colaboradores em 2010 afirmaram que as AmpCs inicialmente cromossómicas, sendo hoje reconhecida a sua mediação por plasmídeo, têm sido descritas em várias partes do mundo e em diversos microrganismos.2 Com actividade indutiva e sem metodologias definidas pelo CLSI para a sua identificação em laboratórios clínicos de rotina,69 as AmpCs encontram-se a par com as ESBLs no que concerne à disseminação emergente e às dificuldades de erradicação.67
No presente estudo, entre os 49 genes bla detectados, um gene foi identificado como blaCIT. De acordo com os estudos de Quin em 2008 e Oteo e colaboradores de 2010, este tipo de AmpC, principalmente o CMY-2, é a variante com maior frequência em estirpes de E. coli.7,72 Em países como Estados Unidos da América e Canadá, a AmpC do tipo CIT tem sido largamente reportada nos últimos anos,91 havendo sido verificado um aumento da sua incidência entre 2000 e 2003.92 Em 2009, Baudry e colaboradores revelaram a presença da variante CMY-2 em 96 % das estirpes de E. coli produtoras de β-lactamases do tipo AmpC detectadas.91 Woodford e colaboradores em 2007 citaram uma frequência de 44% de estirpes de E. coli produtoras de AmpC do tipo CIT em países europeus como no Reino Unido e na Irlanda.93 Em Espanha, Oteo e colaboradores em 2010, denunciaram a disseminação emergente desta variante ao verificar que 71% das β-lactamases eram do tipo CMY-2.7  
A elevada frequência das AmpC do tipo CIT em todo o mundo e a proximidade geográfica entre região em estudo e Espanha, onde a disseminação desta variante é emergente, parecem justificar a detecção da estirpe produtora de CIT neste estudo.


4.4. Caracterização geral das estirpes em estudo
A detecção dos genes bla pela metodologia de PCR permitiu catalogar 87% (33/38) das estirpes em estudo, sendo os restantes 13% correspondentes às 5 estirpes que não amplificaram nenhum dos genes bla pesquisados. A ausência de amplificação demonstrada por estas 5 estirpes de E. coli pode depreender-se do facto de a metologia de PCR aplicada, apesar de ampla, não cobrir todo o espectro de ESBLs e AmpCs. Por outro lado, a elevada taxa de ocorrência de mutações em genes bla, que solicita o desenvolvimento de novas enzimas com diferentes mecanismos de acção, pode estar na origem destes resultados.
Das 38 estirpes em estudo verificou-se que em 40% (15/38) foram apenas detectadas ESBLs do tipo OXA-1-like e 8% (3/38) ESBLs do tipo CTX-M grupo 1. De acordo com a literatura, a produção de β-lactamases do tipo OXA-1-like é detectada em casos de co-produção de β-lactamases, sendo a detecção de apenas um gene bla é um acontecimento invulgar.5,11,51,90 Relativamente à detecção de apenas ESBLs do tipo CTX-M grupo 1 em determinadas estirpes, Song e colaboradores em 2009 relataram uma frequência de prevalência mais elevada do que a encontrada neste estudo.62 
Entre os diversos fenómenos de co-produção de CTX-M grupo 1 identificados no presente estudo, destaca-se a co-produção de ESBLs do tipo CTX-M grupo 1 e OXA-1-like como predominante, com uma taxa de ocorrência de 26% (10/38). Este resultado poderá ter por base a disseminação emergente da CTX-M-15 (pertencente às CTX-M grupo 1) vulgarmente encontrada em co-produção com a OXA-30 (variante OXA-1-like). Esta associação tem sido descrita por vários autores em diferentes países como a Índia, Reino Unido, Canadá e Portugal.11 
Um outro resultado a salientar é a caracterização de uma estirpe (3%) como co-produtora de β-lactamases do tipo ESBL (TEM) e do tipo AmpC (CIT). Como tem sido referido ao longo deste estudo a variante TEM é considerada por vários investigadores a ESBLs mais disseminada,4,12,46 assim como a β-lactamases AmpC do tipo CIT, essencialmente a variante CMY-2.7,72,88,91,92 A co-produção destas β-lactamases tem sido reportada em casos esporádicos, essencialmente em estirpes de E. coli e K. pneumoniae, como relataram Qin e colaboradores em 2008.6  
Posteriormente à caracterização das estirpes em estudo foi avaliado o seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de acordo com os genes bla detectados. Verificou-se que independentemente dos genes bla presentes todas as estirpes apresentaram um fenómeno de não-susceptibilidade às cefalosporinas, e de susceptibilidade aos carbapenemos e tetraciclinas testadas. Este perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos está de acordo com a literatura revista, apesar de alguns estudos realizados entre 2007 e 2008 relatarem casos esporádicos de resistência aos carbapenemos, principalmente em estirpes produtoras de β-lactamases do tipo AmpC.4,6,51
O aumento da resistência aos inibidores β-lactâmicos por estirpes de E. coli co-produtoras de CTX-M grupo 1 e OXA-1-like evidenciada por Mendonça e colaboradores em 2007, é neste estudo corroborada por 90% de não-susceptibilidade deste grupo em relação à associação amoxicilina/ácido clavulânico.11
Um outro fenómeno a realçar é a susceptibilidade singular evidenciada pela estirpe co-produtora de TEM e CIT às fluoroquinolonas. Reconhecida a capacidade de resistência das ESBLs e AmpCs a esta classe de antimicrobianos, este resultado parece divergir dos estudos anteriores.6,11,51  
A não-susceptibilidade evidenciada pela estirpe co-produtora de TEM e CIT à cefamicina testada era um resultado esperado. Esta evidência corrobora com a literatura que defende a resistência à cefoxitina como um critério screnning para a detecção fenotípica de estirpes produtoras de β-lactamases do tipo AmpC.7,63,65,72 O mesmo fenómeno visualizado em estirpes produtoras de CTX-M grupo 1, em estirpes produtoras de OXA-1-like e em estirpes co-produtoras das ESBLs anteriores poderá ter por base a perda de uma porina proteica membranar, fenómeno citado por Bradford em 2001 e mais tarde em 2008 por Fernandes.12,46
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Conclusões e Perspectivas futuras
A antibioterapia é um dos maiores avanços da Medicina do século XX. Iniciada por Fleming em 1928, actualmente conta com inúmeros compostos, sintéticos e naturais, e é aplicada no tratamento das mais variadas doenças infecciosas.3,32
No entanto, e como em qualquer acção contra-natura, a antibioterapia deve ser controlada e mediada. O uso de antimicrobianos por defeito origina um tratamento ineficaz e por excesso o desenvolvimento de estirpes multirresistentes. Actualmente, o uso negligente dos antimicrobianos é reconhecido como o principal factor para o desenvolvimento e disseminação de estirpes multirresistentes.1
A produção de β-lactamases do tipo ESBL e AmpC em estirpes de E. coli é um mecanismo de resistência relatado mundialmente e a sua epidemiologia e prevalência são frequentemente alvos de estudo.72   
No presente estudo, e quanto à origem das estirpes multirresistentes, observou-se que 97% (37/38) das mesmas foram isoladas de serviços de internamento, corroborando com a literatura, que destaca o ambiente hospitalar como o ambiente predominante quando se refere a microrganismos multirresistentes.80,81  
A análise molecular das estirpes permitiu concluir a predominância das β-lactamases ESBLs do tipo OXA-1-like nesta região. Este tipo de β-lactamases apresentou uma frequência de 55% (27/49) entre o total de genes bla detectados, sendo que em aproximadamente 40% (15/38) das estirpes apenas foi detectado este gene. Remetendo para a possibilidade de um nova mudança epidemiológica ou um fenómeno endémico, esta questão carece de estudos futuros.
A ocorrência de 33% (16/49) de β-lactamases CTX-M grupo 1 e a ausência de β-lactamases do tipo SHV, observadas neste estudo, consolida a disseminação emergente das primeiras e a diminuição da ocorrência das segundas, já relatadas por Machado e colaboradores e Mendonça e colaboradores em 2007.4,11 
A codificação em plasmídeo, aliada à transferência horizontal de material genético, é um factor primordial na disseminação de estirpes produtoras de ESBLs e AmpCs. Esta característica natural pode ser observada in vitro através das metodologias de transconjugação, análise molecular e perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das estirpes transconjugantes. Estas técnicas permitem inferir quanto à capacidade de transferência dos diferentes genes bla, bem como quanto à conservação das suas características de resistência antimicrobiana.
Uma outra metodologia vulgarmente empregue em estudos equiparados é a sequenciação. Aplicada com o principal intuito de definir a variante ESBL/AmpC presente, possibilita um estudo epidemiológico mais pormenorizado e a detecção de novas alterações cromossómicas.
O presente estudo não contemplou o processo de transconjugação nem a metodologia de sequenciação, constituindo este facto a sua principal limitação. Uma outra limitação a referir é o facto de genes blaESBLs e/ou genes blaAmpCs, presentes em 5 estirpes em estudo, não terem sido detectados e identificados, remetendo para a necessidade de uma técnica de PCR mais abrangente. 
Futuramente, e de forma a colmatar as limitações do presente estudo, é pretendido avaliar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos β-lactâmicos de quarta geração, nomeadamente o cefepime, inferir quanto à capacidade conjugativa de estirpes portadoras de genes blaAmpC através da aplicação da transconjugação, proceder à detecção do maior número de genes bla possível por intermédio de uma técnica de PCR mais abrangente e verificar a epidemiologia das diferentes variantes, e detecção de novas, recorrendo à metodologia de sequenciação, de forma a caracterizar todas as estirpes em estudo.
Após os inúmeros estudos e constatações, e consistente de que a problemática microbiana multirresistente não será travada pelo desenvolvimento de novos antimicrobianos, mas sim pela sua sábia utilização, compete ao Homem escolher entre o prevenir e o remediar.
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Quadro 1.1. Caracterizagio bioquimica de algumas das Enterobacteriaceae mais frequentes (%)
Citrobacter freundii 33 78 78 44 0 0 67 0 89 0 11 89 78 89 0 0
Enterobacter cloacae 0 00 0 65 0 0 97 96 95 0 75 100 93 97 30 0
Enterobacter aerogenes 0 55 0 2 0 0 55 6 55 0 75 100 53 o7 30 0
Escherichia coli 98 1 1 1 0 50 17 6 95 0 0 95 95 50 35 0
Shigella dysenteriae 5 0 00 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hafia alvei 0 10 0 4 0 100 6 98 85 0 50 98 5 10 7 0
Kiebsiella pneumoniae 0 3 05 0 ES 0 0 0 0 93 o7 58 55 55 0
Kiebsiella oxytoca 99 55 0 %0 1 99 0 0 0 0 98 57 100 100 100 0
Morganella morganii 55 0 20 95 o5 - 0 55 - 0 T 50 T 0 0 0
Proteus mirabilis 2 65 98 98 o8 0 0 55 50 2 96 2 15 0 50
Proteus vulgaris 58 595 95 % 0 0 0 55 ST 0 & 2 o7 50 0
Providencia rengeri 958 95 0 % % 0 0 0 o1 0 0 10 5 15 35 0
Salmonella spp. T R 0 ES 70 o7 55 0 0 %6 T T 5 2
Salmonella typhi 0 0 97 0 0 9% 3 0 57 0 0 0 1 0 0 0
Salmonella paratyphi A 0 0 00 0 0 5 55 55 0 0 55 0 0 0 0
Serratia marcescens 1 98 015 0 99 0 99 97 50 3 55 2 99 55 98
Yersinia enterocolitica 50 0 0o 7 [ 0 [ 55 2 0 0 5 5 55 25 5
Fenil. ~ fenilalanina; Argin. — arginina; Ornit. — omitina; Motil. - motilidade; Gelafi. — gelatina; Malon. — malonato; Escul. - esculina. Adaptado de http:/www.anvisa.gov/ =
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