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RESUMO

Rodrigues, L. O. Deteccao de beta-lactamase de espectro estendido em membros
da familia Enterobacteriaceae. 2005. 105f. Dissertacdo (Mestrado
em Analises Clinicas). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
UNESP, Araraquara, 2005).

A producao de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) em membros da
familia Enterobacteriaceae pode conferir resisténcia a cefalosporinas de amplo-
espectro, aztreonam e penicilinas. Devido a esse fenbmeno, a deteccao exata dos
produtores de ESBL é essencial para a selecdo apropriada da antibioticoterapia.
Para detectar a producdo de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) em
bacilos Gram-negativos, foi usado um teste de triagem com os discos de aztreonam
(ATM), ceftazidima (CAZ), cefotaxima (CTX) e ceftriaxona (CRO) sobre 300 cepas,
das quais trinta e cinco eram suspeitas da presenca de ESBL. A producéo de ESBL
foi demonstrada por trés métodos fenotipicos confirmatérios de facil utilizacdo. Os
trés testes fenotipicos para confirmar a producdo de ESBL incluiram o teste do
sinergismo (double disk), E-test’ ESBL e disco combinado. Os discos utilizados no
teste do sinergismo e do disco combinado foram: aztreonam (30?g-ATM),
cefotaxima (30?g-CTX), ceftazidima (30?g-CAZ), cefpodoxima (10?g-CPD)
ceftriaxone (307g-CRO) e amoxicilina+acido clavulanico(307g-AMC),
cefotaxima+acido clavulanico (30?g-107?g), ceftazidima+acido clavulanico (30?g-
107g), cefpodoxima+acido clavulanico (10?g-1?g). Para E-test foram utilizadas fitas
contendo as cefalosporinas: ceftazidima versus ceftazidima/acido clavulanico;
cefotaxima versus cefotaxima/acido clavulanico. Os testes fenotipicos confirmaram a

presenca de ESBL em cinco cepas de enterobactérias (1,66%). Todos os métodos
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sdo de féacil execucdo, contudo o método do Etest requer experiéncia para
interpretar os resultados. Os trés testes oferecem uma solucéo viavel para confirmar

a producado de ESBL no laboratério clinico.

PALAVRAS-CHAVE: ESBL, beta lactamase de espectro estendido,

Enterobacteriaceae, Etest, sinergismo, double-disk, disco combinado.
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ABSTRACT

The production of extended spectrum beta-lactamase (ESBL) in the members
of the family Enterobacteriaceae can check resistance to cephalosporins of
extended-spectrum, aztreonam and penicilins. Due to this phenomenon, the exact
detection of the producers of ESBL are essential for the appropriate selection of
antimicrobial therapy. To detect the production of extended spectrum beta-lactamase
(ESBL) in Gram-negative bacilli, a test of screening was used with the discs of
aztreonam (ATM), ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX) e ceftriaxone (CRO) in 300
strains, of which thirty-five were suspicious of the presence of ESBL. The production
of ESBL was demonstrated by three phenotypic methods confirmed of easy
utilization. The three phenotypic tests to confirm the production of ESBL included the
test of sinergy (double disk), E-test’ ESBL and combination disk. The disks used on
the test sinergy and the combination disk were: aztreonam (307g-ATM), cefotaxime
(307g-CTX), ceftazidime (30?g-CAZ), cefpodoxime (10?g-CPD) ceftriaxone (307g-
CRO) e amoxicillin+clavulanic acid (30?g-AMC), cefotaxime+clavulanic acid (307g-
10?9), ceftazidime+clavulanic acid (30?g-10?g), cefpodoxime+clavulanic acid (10?g-
1?9). For E-test, were utilized strips containing the cephalosporins: ceftazidime and
ceftazidime/clavulanic acid; cefotaxime and cefotaxime/clavulanic acid. The
phenotypic tests confirmed the presence of ESBL in five strains Enterobacteriaceae
(1,66%). All of the methods are o easy execution; however, the method of Etest
requires experiment to interpret the results. The three tests offer a viable solution to

confirm the production of ESBL on a clinic laboratory.

KEY WORDS: ESBL, extended spectrum beta-lactamase, Enterobacteriaceae, Etest,

sinergy, double disk, combination disk.
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1-INTRODUCAO

O surgimento das beta-lactamases de espectro estendido (ESBLsS) entre
membros da familia Enterobacteriaceae, particularmente Klebsiella sp e Escherichia
coli, foi notificado devido ao extenso uso de cefalosporinas de amplo espectro (GIBB
& CRICHTON, 2000; GOMES & MARTINEZ, 2001; HERRERA & DUARTE, 1998;
PELOSO et al., 2005; SHEHABI et al., 2000).

As ESBLs sao enzimas, produzidas por muitas espécies bacterianas, capazes
de hidrolisar e inativar, cefalosporinas de terceira geracdo, como a ceftazidima,
cefotaxima e ceftriaxona, ou seja, 0s antimicrobianos que apresentam as estruturas
oximino beta-lactamicos, bem como aztreonam (monobactamico) EHRHARDT et
al., 1999; MIMS et al., 1999; SALADIN et al., 2002; SANDERS et al., 1996; SILVA,
2000a; ZEMELMAN et al, 2001). Estas enzimas sdo responsaveis pela resisténcia
bacteriana aos agentes antimicrobianos beta-lactamicos (JACOBY & MEDEIROS,

1991; PERILLI et al., 2002; QUINTEROS et al., 2003)

A primeira resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos foi verificada em uma
cepa de Escherichia coli (BRADFORD, 2001; GALES et al., 2000). A resisténcia aos
antibidticos beta-lactamicos surgiu antes da liberacdo da penicilina, para uso
médico, e o Staphylococcus aureus apresentou resisténcia a penicilina devido a
penicilinase mediada por plasmidio, a qual disseminou-se, rapidamente, para a
maioria dos isolados clinicos de S. aureus e outras espécies de Staphylococcus

(BRADFORD, 2001).

A primeira beta-lactamase descrita em 1960 foi observada em Gram-

negativos. A enzima TEM-1 foi detectada em uma Unica espécie de Escherichia coli,
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isolada de uma cultura de sangue de uma paciente Temoniera, na Grécia, dai a
designacdo TEM. A enzima TEM-1 é mediada por plasmidio e transposon, de
disseminacéo facil para outras espécies de bactérias (BRADFORD, 2001). Poucos
anos apdés o primeiro isolamento, a beta-lactamase TEM-1 disseminou-se pelo
mundo todo e € encontrada em diferentes espécies de membros da familia
Enterobacteriaceae (AMATO et al., 1994; APPLETON & HALL, 2001; COULDRON
et al.,, 1997; ESSACK, 2000; JACOBY & HAN, 1996; MICROBIOLOGIA, 2002;
MOOSDEN, 1997; PAGANI et al. 2002; PHILIPPON et al., 1994; REIS et al., 2002;

SILVA, 1999; SILVA, 2000a,b).

Outra beta-lactamase comum mediada por plasmidio, SHV-1, foi encontrada
na Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. O nome desta beta-lactamase SHV
deriva de uma propriedade bioquimica da enzima TEM, porém com variavel
sulfidrila- Sulphydryl Variable, pela substituicdo de um ou mais aminoécidos
(CARTER et al., 2000; COULDRON et al., 1997; HALL et al., 2002; JACOBY & HAN,
1996; NUESCH-INDERBINEN et al, 1997; PAGANI et al. 2002; PHILIPPON et al.,

1994).

As ESBLs foram descobertas na Alemanha em 1983 em isolados de
Klebsiella pneumoniae, logo apdés a introducdo das oximino cefalosporinas
(cefotaxima e ceftazidima) e do monobactamico (aztreonam) (JACOBY &
CARRERAS, 1990; PHILIPPON et al., 1994). Subsequentemente foram isoladas na
Franca em 1984 (TEM-3) e no mundo todo de muitas espécies da familia
Enterobacteriaceae (APPLETON & HALL, 2001; COULDRON et al., 1997; HALL et
al., 2002; HONORIO et al., 2001; MOOSDEN,1997; SILVA, 1999).

Quanto a classificacdo das beta-lactamases Bush e Singer (1989) agrupou as

enzimas, correlacionando os substratos e perfis de inibicdo, da seguinte forma:



21

grupo 1- beta-lactamases nao inibidas pelo acido clavulanico, grupo 2- beta-
lactamases de amplo espectro, geralmente inibidas pelo acido clavulanico; grupo 3 —
metalo-beta-lactamases que atuam sobre penicilinas, cefalosporinas e carbapenens;
ndo inibidas pelo acido clavulanico e grupo 4 — beta-lactamases que séo inibidas
pelo acido clavulanico. Bush et al. (1995) propuseram outra classificacdo, devido ao
crescente aparecimento de beta-lactamases e as diversidades (derivadas de TEM e
derivadas de SHV). A nova classificagcdo caracterizou as diferentes enzimas

adicionando os subgrupos, como por exemplo, 2b, 2be, e, f (Tabela 1).

Tabela 1-Classificacdo das beta-lactamases

Grupo Caracteristicas Enzimas/Microrganismos
1 cefalosporinases nao inibidas pelo acido clavulanico Amp C

2a penicilinases inibidas pelo acido clavulanico PCI (S. aureus)

2b beta-lactamases inibidas pelo acido clavulanico TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS) TEM-3 a 28, SHV-2 a6
2br IRTs TEM-30 a 36, TRC-1
2c hidrolisam carbenicilinas PSE-1, CARB-3

2d hidrolisam cloxacilina OXA-1, PSE-2

2e cefalosporinases inibidas pelo acido clavulanico P. vulgaris

2f hidrolisam carbapenems ndo metalo-beta-lactamases IMI-1,NMC-A, Sme-1

3 metalo-beta-lactamases L1

4 penicilinases nao inibidas pelo acido clavulanico P. cepacia

Ambler (1980) prop6s a classificagdo molecular, por meio da sequéncia
genética e definiu quatro classes designadas como A, B, C e D. Correlacionando a
classificacdo fenotipica e a molecular proposta por Ambler, a literatura mostra que
as ESBLs sdo enzimas classe A do grupo 2be (BRADFORD, 2001; PITOUT et al.,
1997) e séo altamente sensiveis aos inibidores de beta-lactamases como o &cido
clavulanico, sulbactam e tazobactam (APPLETON & HALL, 2001; CARTER et al.,

2000; COULDRON et al., 1997; ESSACK, 2000; HADZIYANNIS et al., 2000; HALL
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et al.,, 2002; JACOBY & HAN, 1996; REIS et al., 2002; SHEN et al., 1999; SILVA,

1999; SILVA, 2000a).

Quanto ao grupamento molecular e funcional das ESBLs, a maioria das
enzimas, contém a serina como sitio ativo e pertence a classe molecular A de
Ambler. Estas enzimas apresentam massa molecular de aproximadamente 29.000

Da e de preferéncia hidrolizam as penicilinas(BRADFORD, 2001).

A classe das beta-lactamases inclui as enzimas TEM-1, SHV-1 e a
penicilinase encontrada nos Staphylococcus aureus. O esquema molecular de
classificagcdo é ainda usado para caracterizar as beta-lactamases, contudo, este
esquema nao é suficiente para diferenciar os tipos de enzimas classe A. O esquema
de classificacdo de Richmond e Sykes (1973), baseado no perfil do substrato e na
locacdo do gene que codifica a beta-lactamase foi desenvolvido antes das ESBLs
aparecerem e nao permite a diferenciacéo entre as enzimas originais TEM e SHV e
as enzimas derivadas. Bush et al. (1995) usaram as propriedades bioquimicas das
enzimas, mais a estrutura molecular e a seqiiéncia de nucleotideos dos genes para
colocar as beta-lactamases dentro de grupos funcionais. Os autores, usando este
esquema, definiram as ESBLs como beta-lactamases capazes de hidrolizar as
oximino-cefalosporinas, as quais sao inibidas pelo acido clavulanico e sédo colocadas

no grupo funcional 2be (BRADFORD, 2001).

As ESBLs sao codificadas em plasmidios os quais podem ser intercambiaveis
entre espécies bacterianas (WINOKUR et al., 2001). Freqlentemente, na mesma
cepa, podem existir muitos plasmidios e multiplas ESBLs (GRUTEKE et al., 2003;
ROSSI & ANDREAZZI, 2004). Estes plasmidios podem codificar também outros
genes de resisténcia antimicrobiana. Desta forma, € comum que microrganismos

gue expressam uma ESBL expressem co-resisténcia aos aminoglicosideos,
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tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim, sulfametoxazol, e outros antimicrobianos

(IMPLICACOES TERAPEUTICAS, 2002; SHEN et al.,1999).

Outros membros da familia Enterobacteriaceae como Citrobacter spp.,
Enterobacter spp., Proteus indol positivo e Serratia spp. sdo capazes de produzir
diferentes tipos de beta-lactamases (AmpC), as quais conferem resisténcia as
cefalosporinas de “terceira geracdo”, e ndo sao inibidas pelo &cido clavulanico,
sulbactam e tazobactam considerados inibidores de beta-lactamases (BLATT, 2002;
COPAR et al., 2002; FARMER et al., 1999; FUNG-TOMC et al., 1996; LIVERMORE,
1995; NEUWIRTH et al., 1996). Este tipo de beta-lactamase é capaz de conferir
resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos que contenham em sua molécula o
grupo 7-alfa-metoxi (como a cefoxitina) ou o grupo oxamino (AMATO et al., 1994;
GARCIA, 2003; LEE et al., 2001; MURRAY et al., 2000).

Outro tipo especifico de beta-lactamase, a metalo beta-lactamase, capaz de
hidrolisar os carbapenens (imipenem e meropenem), bem como os beta-lactamicos
de espectro estendido (HONORIO et al., 2001; SENDA et al., 1996; YONG et al.,
2002) foi observado nos isolados de Pseudomonas sp. e Serratia sp. no Japéao
(SENDA et al., 1996) e de Acinetobacter baumanii e Pseudomonas aeruginosa, em
hospitais onde o antimicrobiano era extensivamente usado (DUARTE et al., 2002;
SILVA, 1999; WALSH et al., 2001). A diminuicdo da permeabilidade da membrana
externa bacteriana e a hiperproducéo de enzimas hidroliticas tém gerado resisténcia
em algumas espécies de enterobactérias. Estes dados alertam para a necessidade
do uso racional dos antibiéticos carbapenémicos para prevenir o surgimento de
novos microrganismos multirresistentes (GARCIA, 2003; SILVA, 1999; SIQUEIRA,

2002; THOMSON & MOLAND, 2001; WIEDEMANN, 1995a,b).
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A producdo de ESBL ocorre predominantemente em Klebsiella spp e em
menor grau na E. coli, mas pode ser encontrada em varios patégenos clinicamente
importantes sendo um problema significativo no tratamento de infeccbes graves por
estes agentes (KATSANIS et al., 1994; KLIEBE et al., 1985; MEYER et al., 1993;
ROSSI & ANDREAZZI, 2004; VERCAUTEREN et al.,, 1997). A predilecdo pelo
género Klebsiella é explicada por estes microrganismos apresentarem fatores de
sobrevivéncia maior do que outras enterobactérias em tecidos como a pele e
superficies, facilitando a disseminacdo da infeccdo de cepas com este tipo de
resisténcia (ROSSI & ANDREAZZI, 2004).

Por razdes nao conhecidas ainda, E.coli produtoras de ESBL s&o
identificadas com maior freqiéncia em pacientes provenientes da comunidade,
enquanto Klebsiella pneumoniae é mais prevalente em hospitais causando surtos
endémicos (PUJOL & PENA, 2003)

Em virtude das dificuldades técnicas de deteccao, a prevaléncia de ESBL é,
geralmente, subnotificada e permanece desconhecida na maioria dos laboratoérios de
rotina (ESSACK, 2000; HONORIO et al., 2001). Desse modo, a falha na
identificacdo de ESBL através de testes de rotina pode levar a uma utilizagdo
impropria de cefalosporinas de 32 geracdo com conseqlente aumento de
mortalidade (SILVA, 1999).

Devido a sua excelente atividade e tolerabilidade, os antibidticos beta-
lactdmicos foram os mais utilizados até que a producdo de ESBL, por patdgenos
comuns, se tornou generalizada. A prevaléncia crescente de cepas produtoras
destas enzimas, tanto em patdgenos da comunidade como, principalmente, em
hospitais, representa um impacto significativo na prescricdo de antimicrobianos

(BLATT, 2002; MORALES, 2003).
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Vérios relatos mostraram falha terapéutica, quando infeccdes causadas por
cepas produtoras de ESBL foram tratadas, com cefalosporinas de terceira geragao
(ceftriaxona, ceftazidima), mesmo quando os testes de sensibilidade/resisténcia
apontaram essas cepas como sensiveis aos antimicrobianos utilizados. Assim, como
houve evolugdo na producdo de beta-lactamases com o uso de penicilinas e
cefalosporinas, o uso clinico de diferentes antibiticos beta-lactamicos também
influenciou na evolucdo molecular das beta-lactamases (HONORIO et al., 2001;
POOLE, 2002).

Pesquisas tém sido direcionadas para o desenvolvimento de novos
compostos antimicrobianos, os quais resistem a hidrélise enzimatica ou usam
inibidores de beta-lactamases, como o acido clavulanico ou sulfona penicilanica
como droga coadjuvante (SANGUINETTI et al., 2003; SABATE et al., 2002).

Para o controle dos surtos hospitalares tém sido aplicadas medidas como
restricdio ao consumo de cefalosporinas de terceira geracdo, isolamento dos
pacientes colonizados/infectados e orientacdo aos profissionais que lidam
diretamente com os pacientes. A restricdo de cefalosporinas de terceira geracéo
relaciona-se em muitas ocasides com o controle de surtos (SILVA, 1999).

Como a Klebsiella pneumoniae esta entre os bacilos Gram-negativos mais
resistentes, responsaveis por episodios de infeccdes em hospitais (SILVA, 1999), a
disseminacdo desses microrganismos é muito dindmica e a fim de contornar esse
problema, foram introduzidas as cefalosporinas de quarta geracado, cefepime e
cefpirome, os denominados novos antibacterianos, com atividade aumentada contra
as bactérias produtoras de ESBL. O cefepime e os carbapenens sdo mais estaveis a
hidrélise destas enzimas, ou seja, até o momento sdo menos sensiveis as ESBLSs,

mesmo quando produzidas em grandes quantidades, com a vantagem de
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alcancarem imediatamente o0 espaco periplasmatico, terem alta afinidade as
proteinas de ligacdo a penicilina e alta estabilidade frente as varias ESBLSs e a beta-
lactamase cromossbmica do tipo 1. Véarios autores tém mostrado que as
cefalosporinas de “quarta geracao” (cefepime) sdo mais ativas contra bacilos Gram-
negativos do que as cefalosporinas de “terceira geracdo” (FUNG-TOMC, 1997,
GARAU et al.,, 1997; JONES et al., 1997; SILVA, 1999; NAMIUK et al., 2001,
MURRAY et al., 2003; LABORATORIO, 2004).

A emergéncia dos microrganismos produtores de ESBL tem grande
importancia clinica e implicac8es terapéuticas, como por exemplo: 0 mecanismo de
resisténcia € mediado por plasmidios, facilitando a transmissédo horizontal
(LIVERMORE, 1995); a extensao do espectro de resisténcia para cefalosporinas de
espectro ampliado (terceira e quarta geragcao) impde limites para utilizagcdo de
drogas da classe dos beta-lactamicos, podendo aumentar a prescricao de drogas de
amplo espectro como os carbapenémicos (BUSH et al.,, 1995); o antibiograma
tradicional pode nao revelar as cepas produtoras de ESBL e determinar a liberacao
de falsas resisténcias, principalmente as relacionadas as cefalosporinas de “terceira”
e “quarta geracao” e resultados terapéuticos adversos (POTTUMARTHY et al., 2005;
SADER et al., 1997; TENOVER et al. 1999); a selecdo dos antibidticos para o
tratamento de infec¢des graves por cepas produtoras de ESBL é um desafio devido
a complexidade do teste de sensibilidade in vitro e & correlagdo in vivo (PATERSON
& YU, 1999).

Os fatores de risco identificados e associados a colonizacao ou infecgédo por
microrganismos produtores de ESBL podem ser devido ao uso de cateter arterial e
cateter venoso central; cirurgia abdominal de emergéncia, tubo gastrostémico e

jejunonostémico; colonizacéo dos intestinos; tempo de permanéncia na Unidade de
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Terapia Intensiva (UTI); tempo de permanéncia no hospital; baixo peso ao nascer;
administracdo anterior de qualquer antibiético; administracdo anterior de ceftazidima
ou aztreonam; morador em instituicoes de assisténcia fechada; gravidade da
doenca; cateter urinario e assisténcia ventilatéria (HONORIO et al., 2001;
IMPLICA(;()ES TERAPEUTICAS, 2002; ROSSI & ANDREAZZI, 2004; SHEHABI et
al., 2000; SILVA, 2000b), bacteriemia, infeccdo com uma cepa resistente a trés ou
mais antibiéticos de classes diferentes, como por exemplo, cefalosporinas,
carbapenems, quinolonas e aminoglicosideos (VAHABOGLU et al., 2000),
instrumentacdo, combinacdo de terapia com quinolonas e drogas ativas contra
anaerobios (SILVA, 2000Db).

Especula-se que a emergéncia de ESBL associa-se a pressao seletiva
causada pelo uso de certas cefalosporinas de amplo espectro. E comum a
propagacao hospitalar, e pode-se identificar a transmissao policlonal que envolve a
transmissao de plasmidios a varias cepas ou, monoclonal, em que a transmissao
ocorre de paciente a paciente por profissionais da area de saude (ROSSI &
ANDREAZZI, 2004).

No Brasil, como no mundo todo o uso de cefalosporinas de espectro
estendido é amplo e ja realizado ha muitos anos. Se a préatica do uso de
antimicrobianos conservar suas caracteristicas atuais, a perspectiva € a de que a
resisténcia aos antibidticos continuara a crescer e podera tornar-se um problema
muito sério. Os reservatérios hospitalares para a manutencédo e a evolucdo dos
genes de resisténcia desempenham papel complicador para a fase atual e o futuro

da antibioticoterapia. Esse fato incentivou-nos a realizar esta pesquisa.
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2-OBJETIVOS

2.1-Objetivos gerais

Investigar a producdo de ESBL em bacilos Gram-negativos da familia
Enterobacteriaceae isolados de amostras de urina de pacientes com infeccao

do trato urinario atendidos na comunidade e hospitalar.

2.2-Objetivos especificos

2.2.1. Fazer a triagem presuntiva de cepas potencialmente produtoras de ESBL,

de acordo com os critérios preconizados pelo CLSI (M100-S15)

2.2.2. Avaliar trés testes comerciais disponiveis no mercado de confirmacéo

fenotipica de producédo de beta-lactamase de espectro estendido

2.2.2.1. Teste do sinergismo dupla difusao

2.2.2.2. E-test’ ESBL

2.2.2.3. Discos Combinados-Oxoid.
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3-MATERIAL E METODO

3.1-MATERIAIS

3.1.1- Cepas de bacilos Gram-negativos

Cepas de bacilos Gram-negativos (enterobactérias) isolados de amostras de
urina de pacientes que procuraram o Laboratério de Analises Clinicas, setor de
Microbiologia Clinica, Centro de Referéncia Diagnéstica (CRD) do Nucleo de
Atendimento a Comunidade (NAC), da Unidade Auxiliar Integrada a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, campus de Araraquara-UNESP e hospitalares recebidas no

laboratoério.

3.1.2- Discos de antibiéticos Cecon’
Discos de antibidticos Cecon’ (S&o Paulo, Brasil): aztreonam-30?g,
cefotaxima-30?g, ceftazidima-30?g e ceftriaxona-30?g foram utilizados para a

realizacdo da triagem das cepas produtoras de ESBL, de acordo com 0s critérios

preconizados pelo NCCLS (M100-S13).

3.1.3- Discos de antibidticos OXOID

Discos de antibiéticos da OXOID (Hampshire, England): cefotaxima-30?g,
cefotaxima-30?g/acido clavulanico-10?g, ceftazidima-30?g, ceftazidima-30?g/acido
clavulanico-10?g , cefpodoxima-30?g, cefpodoxima-10?g/acido clavulanico-1?g
(INFORME TECNICO nO 28 OX/BR) foram usados para o teste com discos

combinados Oxoid.



3.1.4- Fitas E-test’

Fitas E-test’ (AB Biodisk, Solna, Sweden) finas, de plastico, ndo porosas, de
5mm de largura e 60mm de comprimento com os antimicrobianos cefotaxima (0,25-
16?g/mL) e cefotaxima (0,016-1,0?g/mL)+acido clavulanico (4?g/mL); ceftazidima
(0,5-32?g/mL) e ceftazidima (0,064-4?g/mL)+acido clavulanico (4?g/mL) foram
usadas para o E-test’ ESBL (CORMICAN et al., 1996; JARLIER et al., 1988). O E-
test’ cefepime (0,25-16?g/mL) e cefepime (0,064-4?g/mL)+acido clavulanico
(4?g/mL) é uma ferramenta adicional para a deteccdo de ESBL entre as

enterobactérias.

3.1.5- Meios de cultura

Os meios de cultura desidratados das marcas comerciais DIFCO (Becton
Dickinson, Sparks, MD), MERCK (Darmstadt, Germany), BBL (Becton Dickinson,
Cockeysville, USA), OXOID (Hampshire, England) foram preparados de acordo com
as especificacdes dos fabricantes: Agar CLED, Agar MacConkey, Agar Citrato de
Simmons, Meio Mueller Hinton, Caldo Uréia, Agar Triplice Acuicar Ferro, Meio SIM e
Caldo de Infusdo Cérebro e Coracéo.

Os meios de cultura, apés a autoclavacédo, foram distribuidos em camara de
Fluxo Laminar (Veco), em recipientes previamente esterilizados. Foram estocados

em refrigerador a 4°C para uso posterior.



3.1.5.1. - Caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo-BHI (Difco)

Infusdo de cérebro

Infuséo de coracgéo
Proteose peptone

Bacto Dextrose

Fosfato de sodio

Agua Destilada

pH final 7,4 £ 0,2

3.1.5.2. - Bacto Agar MacConkey (Difco)
Peptona
Proteose peptona

Lactose

pH final 7,1 + 0,2

1000,000mL
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3.1.5.3. - Bacto Agar Mueller Hinton (Difco)

INfUSB0 A€ CarMe 300,09
Acidos de casamino, técnico 17,59
Amido 1,59
Agar 17,09
Aguadestilada 1000,0mL

pH final 7,3+ 0,1

3.1.5.4. - Bacto Agar Triplice Actcar e Ferro (TSI) (Difco)

EXtrato de Carme 3,0009
Extrato de levedura 3,0009
PO O 15,0009
Proteose Peptona, Difco . 5,0009
LGOS 10,0009
SACANOS S 10,0009
DX I OS 1,0009g
SUI A0 ITOSO 0,2009g
Cloreto de SO0 5,000g
Tiosulfato de SO0 0,300g

LYo I | 12,0009

vermelho fepol .~~~ 0,024g

Agua destilada...........cc.cceevviiiicieiie i, 1000,000mL

pH final 7,4?0,2 (25°C)
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3.1.5.5. - Bacto meio SIM (Difco)

EXtrato de Carme 3,0009
PO O 30,0009
Ferro peptonizado, DifCO 0,2009g
Tiosulfato de SO0 0,025¢g
Ol 3,0009g
Agua destilada...........cc.coeeieieiieiiieceeee e, 1000,000mL
pH final 7,3 ? (25°C)
3.1.5.7. - Bacto Agar Citrato de Simmons (Difco)

Sulfato de magnésio 0,209
Fosfato de amonio dihidrogénio . . 1,009
Fosfato dipOtasSiCO 1,009
Citrato de SOAIO 2,009
Cloreto de SO0 5,009
Ol 15,009
Azul de bromo timol 0,08¢g
Agua destilada..............ccoveviiieiiieeeiee e .1000,00mL

pH final 6,8?0,2 (25°C)



3.1.5.6. - Bacto Uréia Caldo (Difco)

Extrato de levedura 0,1009g
Fosfato de potassio monobasico .. . . . 0,091g
Fosfato de s@dio dibasico . 0,095¢g
Uria, DifCO 20,0009
Vermelno feN0l 0,0109g
Agua destilada............ccccceieeiiieeiieee e, 1000,000mL

pH final 6,9 ? 0,2 (25°C)

3.1.6- Sistema BBL CRYSTAL Enterico /Nao Fermentador (BD)
O sistema é composto de bandejas com os substratos cromogénicos, tubos

com 2,2mL de fluido para in6culo constituido de:

Cloreto de s6dio .~~~ 8,50009g
Acidos-morfolinopropanosuIfénico __________________________________ 0,8372g
Agua purificada 1000,0000mL

O painel BBL Crystal E/NF ID contém 30 substratos bioquimicos e
enzimaticos, a seguir relatados: arabinose, manose, sacarose, melibiose, ramnose,
sorbitol, manitol, adonitol, galactose, inositol, p-nitrofenil fosfato, p-nitrofenil a-i3-
glucosideo, p-nitrofenil R-galactosideo, prolina nitroanilida, p-nitrofenil bis-fosfato, p-
nitrofenil xilosideo, p-nitrofenil a-arabinosideo, p-nitrofenil fosforilcolina, p-nitrofenil 3-

glucoronideo, p-nitrofenil N-acetil glucosaminideo, ?L-glutamil p-nitroanilideo,



esculina, p-nitro-DL-fenilalanina, uréia, glicina, citrato, malonato, tetrazolium, arginina

e lisina.

3.1.7- Discos de antimicrobianos

Os antimicrobianos utilizados no teste de sensibilidade/resisténcia estao
descritos a seguir: ?-lactamicos — Penicilinas: Ampicilina (AMP), Acido pipemidico
(PIP); Penicilinas+?-lactamase: Amoxicilina+acido clavulanico (AMC); ?-lactamicos —
Cefalosporinas: Cefazolina (CFZ), Cefalotina (CFL), Cefuroxima (CRX), Cefoxitina
(CFO), Cefotaxima (CTX), Cefepime (CPM), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO);
Carbapenens ?-lactamicos: Aztreonan (ATM), Imipenen (IPM); Aminoglicosidios:
Amicacina (AMI), Kanamicina (KAN), Gentamicina (GEN), Netilmicina (NET),
Tobramicina (TOB); Quinolonas: Acido nalidixico (NAL); Fluorquinolonas:
Ciprofloxacina (CIP), Ofloxacina (OFX); Inibidores da Sintese de Folato:
Sulfametoxazol-trimetoprim (SUT), Trimetoprim (TRI); Tetraciclinas: Tetraciclina

(TET); Fenicol: Cloranfenicol (CLO); Nitrofuran: Nitrofurantoina (NIT).

3.1.8- Controle de qualidade

Amostras da American Type Culture Collection (ATCC), Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 produtora de ESBL e Escherichia coli ATCC 25922 nao
produtora de ESBL foram utilizadas como controle de qualidade para todos os testes
usados neste estudo. Estas cepas ATCC foram avaliadas seguindo a padronizagao
do NCCLS e a interpretacdo dos resultados foi realizada utilizando os limites

preconizados para cada ATCC.
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3.2-METODOS

O presente estudo foi previamente submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa, na Secdo Técnica Académica da Universidade Estadual Paulista —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, sob protocolo
CEP/FCF/CAr.21/2003 parecer n°. 10/2004, aprovado em 30 de marco de 2004.

Para os pacientes que concordaram em participar do estudo, foram dadas
informacdes verbais e por escrito, para a obtencdo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

A coleta de urina foi realizada no periodo de maio de 2004 a janeiro de 2005.
As amostras de urina foram colhidas em sala apropriada, de acordo com o protocolo
de coleta de urina (Anexo 1) para cultura do Setor de Microbiologia Clinica,
transportadas para o Setor em caixas refrigeradas e processadas imediatamente.

As urinas foram semeadas em meios de MacConkey e Cistina Lactose
Eletrélito Deficiente (CLED) distribuidos em laminas contidas em container
apropriado e que recebe o nome comercial de URILAB (Laborclin, Pinhais, PR) e
incubado a temperatura de 35?1-37?1°C, durante 18-24h. Apdés a incubacéo, foi
analisado o crescimento de bactérias nos dois meios de cultura e a seguir realizada
a leitura de contagem de col6nias, no meio CLED, por meio da comparagao visual
com um gabarito de comparacao (Figura 1), o qual mostra as unidades formadoras
de colénia/mL de urina (103 10% 10° 10° 107). No meio CLED observa-se o
crescimento de colonias de cor clara (amarelas) e no de MacConkey colonias
réseas, bordas lisas e de consisténcia cremosa, bem como as coldnias réseas nédo

cremosas (transparentes).
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Figura 1- Gabarito de comparac@o mostrando as unidades formadoras de colénia por mL
de urina.

3.2.1- Identificacdo de bacilos gram-negativos da familia Enterobacteriaceae
fermentadores da glicose.

Apés a observacdo do desenvolvimento bacteriano no agar CLED e
MacConkey, as unidades formadoras de colbnia selecionadas foram repicadas com
agulha bacteriol6gica para o meio de triagem triplice acucar ferro (TSI), SIM, uréia e
citrato de Simmons e a seguir identificadas por método bacteriol6gico convencional
— (Koneman et al., 2001 e Murray et al., 2003) e por sistema de identificacdo BBL
CRYSTAL™_ |dentification Systems — Enteric/Nonfermenter ID Kit (BD-Bioscenses,

Becton Dickinson and Company, Sparks, MD-United States).



O sistema de identificacdo BBL CRYSTAL™ — Identification Systems —
Enteric/Nonfermenter ID Kit (BD-Bioscenses, Becton Dickinson and Company,
Sparks, MD-United States) foi utilizado para a confirmacdo da identificacdo das
cepas produtoras de ESBL. E o método convencional de identificac&o, miniaturizado,
empregando substratos cromogénicos. A suspensao bacteriana apresentando uma
turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland, foi vertida em fluido de
in6culo, na area demarcada na base do sistema, lacrada e agitada suavemente. O
sistema foi incubado em estufa bacteriol6gica a 37°C por 18-20 horas (Figura 2). A
leitura foi feita observando a face que ficou virada para baixo, como referéncia foi

tomado o painel de cores que acompanha o sistema (Manual de instrugdes).

Figura 2- Representacdo esquematica do procedimento de identificagdo de bacilos
Gram-negativos através do sistema BBL CRYSTAL™
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3.2.2- Desenvolvimento da pesquisa

Para o desenvolvimento dessa pesquisa, foram consideradas as urinas que
apresentaram crescimento de uma Unica espécie bacteriana e contagem igual ou
superior a 10° UFC/mL de urina. Foram estudadas 300 cepas de enterobactérias:
Citrobacter amalonaticus, Citrobacter diversus , Citrobacter freundii , C. koseri,
Enterobacter aerogenes; Enterobacter agglomerans; Enterobacter cloacae;
Enterobacter sakazakii; Enterobacter gergoviae, Escherichia coli; Klebsiella. oxytoca,
Klebsiella ozaenae, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella rhinoscleromatis, Morganella
morganii; Proteus mirabilis; Proteus penneri; Proteus vulgaris; Providencia
alcalifasciens; Providencia rettgeri, Serratia marcescens .

Foi realizado o teste de sensibilidade/resisténcia aos antimicrobianos
conforme Bauer et al. (1966) para as 300 cepas de bacilos Gram-negativos isoladas
de amostras de urina. Os antimicrobianos usados foram: Ampicilina (AMP), Acido
pipemidico (PIP), Amoxicilina+acido clavulanico (AMC), Cefazolina (CFZz), Cefalotina
(CFL), Cefuroxima (CRX), Cefoxitina (CFO), Cefotaxima (CTX), Cefepime (CPM),
Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Aztreonam (ATM), Imipenem (IPM),
Amicacina (AMI), Kanamicina (KAN), Gentamicina (GEN), Netilmicina (NET),
Tobramicina (TOB), Acido nalidixico (NAL), Ciprofloxacina (CIP), Ofloxacina (OFX),
Sulfametoxazol-trimetoprim  (SUT), Trimetoprim (TRI), Tetraciclina (TET),
Cloranfenicol (CLO) e Nitrofurantoina (NIT). A medida dos halos destes
antimicrobianos encontram-se no Apéndice A.

Para a deteccdo de bactérias produtoras de beta-lactamase de espectro
estendido (ESBL) foi realizada uma triagem com os antimicrobianos (ceftazidima,
cefotaxima, ceftriaxona e aztreonam) e os testes confirmatérios de producdo de

ESBL: Teste do sinergismo dupla difuséo, E-test’ ESBL, Discos Combinados-Oxoid.



3.2.2.1-Triagem das cepas produtoras de ESBL

De acordo com os critérios preconizados pelo NCCLS (M100-S13), a triagem
presuntiva de cepas potencialmente produtoras de ESBL foi realizada em placas de
Petri descartaveis (90X15mm) contendo Agar Mueller Hinton com 4,0 mm de
profundidade através do método difusdo em discos. Foram utilizados discos (Cecon,
S&o Paulo, Brasil) contendo os seguintes antimicrobianos: ceftazidima-307?g,

cefotaxima-307?g, ceftriaxona-307g, aztreonam-30?g.

3.2.2.2-Teste do sinergismo dupla difusdo com discos e/ou disco aproximacao
(Double Disk) [Sanders e Sanders, 1979; Jarlier et al., 1988].

As cepas estudadas foram inoculadas em caldo BHI (Difco) e incubadas por
trés horas ou um periodo suficiente para atingir a turvacdo correspondente ao
padrdo 0,5 da escala de MacFarland. Apos esse periodo, a suspenséo bacteriana foi
semeada, com o auxilio de swab em varias dire¢cdes, como recomendado pelo
NCCLS (M100-S9) para o teste de difusao de disco, em placas de Petri (150X15mm)
contendo Agar Mueller Hinton com 4mm de profundidade. Apds a secagem das
placas foram colocados os discos de amoxicilina+acido clavulanico (AMC),
aztreonam (ATM), cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ) e ceftriaxona (CRO) Os
discos de aztreonam, cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona foram colocados a uma
distancia de 30mm da amoxicilina/acido clavulanico (disco central).

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e, ap0s este periodo, 0s
halos formados em volta dos cinco discos ndo foram medidos pelo critério de
tamanhos, mas, observados quanto a presenca de uma deformacédo caracteristica,

denominada “zona fantasma” ou “zona truncada” ocasionada por um aumento extra
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nos halos de inibicdo entre os discos das cefalosporinas e/ou aztreonam e o disco

central de &cido clavulanico/amoxicilina, como apresentado pelas Figuras 3 e 4.

“zona fantasma”
ou “zona
truncada”

Figura 3- Esquema representattivo de um teste do disco
aproximacgéo (double disk): (A) cefotaxima; (B) aztreonam; (C)
ceftazidima; (D) ceftriaxona; (E) amoxicilina+acido clavulanico.
Observar o sinergismo, representado por uma zona fantasma ou
truncada, entre 0s antimicrobianos  cefotaxima e
amoxicilina+acido clavulanico; aztreonam e amoxicilina+acido
clavulanico; ceftriaxona e amoxicilina+acido clavulanico e
ceftazidima e amoxicilina+acido clavulanico. Fonte: Santos
(2001).

Alebsiella pnewnoniae
ESBL POSITIVA
SINERGIEMOQ

Figura 4- Teste do disco aproximacdo (double disk). Ao
centro amoxicilina+acido clavulanico, ladeado por
ceftazidima e aztreonam, a uma distancia de 20mm.
Observar uma deformacao caracteristica (zona fantasma
ou truncada) representando o sinergismo entre os discos
de ceftazidima e amoxicilina+acido clavulanico. Fonte:
ROSSI & ANDREAZZI (2004)
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3.2.2.3-E-test’ ESBL

O E-test’ ESBL é baseado numa combinacdo dos conceitos de teste de
diluicdo e difusdo. Como os métodos de concentracdo inibitéria minima (CIM),
guantifica diretamente a sensibilidade antimicrobiana. Mesmo sendo processado
como teste de difusdo em disco, difere do método disco convencional pelo uso de
um gradiente pré-formado e estavel de antimicrobiano.

E-test’ consiste numa fita plastica fina (5x60mm), inerte e ndo porosa
contendo concentracfes pré-definidas e decrescentes do antimicrobiano, que
rapidamente se difunde, a partir da fita para produzir um gradiente continuo
exponencial da droga no meio, correspondendo a 15 valores de CIM convencional. A
concentracdo dos diversos antibiéticos varia de 0,002 a 256?g/mL, valores que
permitem avaliar mais precisamente a concentracao inibitéria da droga testada,
guando comparada a técnica tradicional em que existem menos dilui¢des.

As cepas estudadas foram inoculadas em caldo BHI (Difco) e incubadas por
um periodo suficiente para atingir a turvacao correspondente ao padrdo 0,5 da
escala de MacFarland. ApoGs esse periodo, a suspensao bacteriana foi semeada,
com o auxilio de swab, como recomendado pelo NCCLS (M100-S9) para o teste de
difusdo em disco, em placas de Petri descartaveis (150x15mm) contendo Agar
Mueller Hinton com 4mm de profundidade. Apds a secagem das placas, as fitas
foram aplicadas com o auxilio de uma pinca de metal esterilizada. As placas foram
incubadas a 35-37°C por 16-18 horas. Foi realizada a leitura dos valores de CIM no
ponto de contato entre a zona de inibicdo e a escala de diluicdes impressa na fita

teste. A fita fornece uma érea de inibicao de forma eliptica (Figura 5).
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Figura 5 Configuracdo e interpretacdo das fitas de E-
test ESBL. Fonte: bula do E-test’ ESBL

Um resultado em que a relacdo ceftazidima versus ceftazidima/acido
clavulanico e cefotaxima versus cefotaxima/acido clavulanico for igual ou maior que
8,0 é indicativo da presenca de ESBL (Tabela 2) (HONORIO et al., 2001).

Nas Figuras 6 e 7 pode-se observar fitas de E-test caracterizando ESBL

positiva e negativa respectivamente.
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Figura 6 -E-test: fita impregnada com ceftazidima (TZ) em
um extremo e, no outro, ceftazidima + acido clavulanico
(TZL). Houve inibicdo da cepa na presenca do acido
clavulanico (relacdo maior que 8), caracteriza ESBL
positiva. . Fonte: ROSSI & ANDREAZZI
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Figura 7- E-test: fita impregnada com ceftazidima em um
extremo e, no outro, ceftazidima + acido clavulanico. Nao
houve inibicdo da cepa na presenca do acido clavulanico
(relacdo menor que 8), caracterizando ESBL negativa. .
Fonte: ROSSI & ANDREAZZI

Tabela 2: Interpretacéo dos resultados do E-test

ESBL Concentracgédo Inibitéria Minima(CIM pg/mL)
Positivo CT?0,5 e CT/CTL?8
ou
TZ?1eTZ/TZL? 8
ou

Deformacéo na elipse de CT ou TZ

Negativo CT?0,5 0u CT/CTL? 8
e
TZ?10uTZ/ITZL? 8

N&o determinado CT?16 e CTL?1 e TZ?32 e TZL?4
ou
Quando um lado da fita € ESBL negativo
e 0 outro ndo determinado (ND)

[CT/CTL] cefotaxima/cefotaxima+acido clavulanico;
[TZ/TZL] ceftazidima/ceftazidima+acido clavulanico;
[CIM] Concentracgéo Inibitéria Minima.



3.2.2.4-Discos Combinados (Oxoid)

A maioria dos testes de deteccdo para ESBL explora o fato de que estas sao
inibidas pelo &cido clavulanico ou sulbactam. Recentes recomenda¢des do CLSI
(2005) detalham o uso de combinacao de discos de cefalosporinas com e sem acido
clavulanico. Os resultados positivos séo indicados, ap6s leitura de placas incubadas
a 37°C por 18 horas, se a diferenga do tamanho dos halos obtidos no disco
combinado e disco de cefalosporina correspondente for maior ou igual a 5mm. Os
resultados sao considerados negativos se essa diferenca for menor do que 5mm
(Figura 8). A presenga/auséncia de mecanismos de resisténcia é indicada pela
diferenca do tamanho dos halos obtidos em discos de cefalosporinas com e sem

acido clavulanico (INFORME TECNICO OXOID n° 28 OX/BR).

- discos combinados

> cefalosporinas

Figura 8- Discos combinados. Fonte:
INFORME TECNICO OXOID n° 28 0X/BR

As suspensdes bacterianas foram distribuidas como descrito no item 3.2.2.2.

Nas placas de Petri foram colocados os discos de cefotaxima e o combinado
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cefotaxima/acido clavulanico, ceftazidima e o combinado ceftazidima/acido
clavulanico e cefpodoxima com o combinado cefpodoxima/acido clavulanico. As
placas foram incubadas a 37° por 24 horas. ApGs esse periodo realizou-se a leitura
dos halos de inibicdo formados com as cefalosporinas e os discos combinados. A
leitura foi caracterizada pela diferenca entre os valores obtidos nos halos dos dois
discos colocados na placa.

Um microrganismo foi interpretado como produtor de ESBL, quando houve

uma diferenca ?5mm entre os halos de inibicdo do disco combinado comparado ao

halo de inibicdo da cefalosporina correspondente (Figura 9).

Figura 9- Teste com discos combinados beta-
lactamico/inibidor de beta-lactamase e disco do beta-
lactdmico ndo combinado. Na parte superior da placa
observa-se um resultado positivo (aumento maior que
5mm em relacdo ao disco de cefotaxima + acido
clavulanico e cefotaxima isolada). Na parte inferior da
placa observa-se um resultado negativo. Fonte: ROSSI
& ANDREAZZI
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4- RESULTADOS

Do total de 2024 amostras de urina colhidas e analisadas por cultura, 453
foram positivas para a presenca de microrganismos, 438 (96,6%) apresentaram
?10°UFC/mL de urina e 15 (3,4%) entre 10*-10°UFC/mL de urina.

Das urinas que apresentaram desenvolvimento bacteriano ?10°UFC/mL foram
isoladas 300 cepas de bacilos Gram-negativos identificados como
Enterobacteriaceae relatados a seguir: Citrobacter amalonaticus 02 (0,66%),
Citrobacter diversus 02 (0,66%), Citrobacter freundii 03 (0,99%), Citrobacter koseri
01 (0,33%), Enterobacter aerogenes 18 (5,94%), Enterobacter agglomerans 01
(0,33%), Enterobacter cloacae 06 (1,98%), Enterobacter gergoviae 01 (0,33%),
Enterobacter sakazakii 01 (0,33%), Escherichia coli 218 (71,94%), Klebsiella oxytoca
02 (0,66%), Klebsiella pneumoniae 05 (1,65%), Klebsiella rhinoscleromatis 01
(0,33%), Klebsiella ozaenae 01 (0,33%), Morganella morganii 5 (1,65%), Proteus
mirabilis 19 (6,27%), Proteus penneri 04 (1,32%), Proteus vulgaris 03 (0,99%),
Providencia alcalifasciens 02 (0,66%), Providencia rettgeri 04 (1,32%), Serratia
marcescens 01 (0,33%).

Das 300 cepas de enterobactérias estudadas, 292 (97,33%) foram isoladas
de amostras de urina provenientes de pacientes da comunidade e 8 (2,66%) de
amostras recebidas no laboratério provenientes de pacientes hospitalizados. Ainda,
249 (83%) foram isoladas de amostras de urina de pacientes do sexo feminino e 51
(17%) do sexo masculino. A faixa etaria desses pacientes esti4 apresentada na

Tabela 3.



Tabela 3- Idade dos pacientes

Idade n° %
(anos)

0-1 12 4,0
1-9 32 10,7
10-19 39 13,0
20-29 66 22,0
30-39 48 16,0
40-49 34 11,3
50-59 20 6,6
60-69 18 6,0
70-79 26 8,7
80-89 05 1,7
Total 300 100

O resultado do isolamento de microrganismos de pacientes da comunidade
com infeccado urinaria mostra Escherichia coli (71,94%) seguido de Proteus mirabilis
(6,27%).

Os resultados do teste de sensibilidade/resisténcia in vitro aos agentes
antimicrobianos dos isolados de comunidade e hospital mostram 161 (53,66%)
cepas resistentes a ampicilina, 113 (37,66%) resistentes ao sulfametoxazol-
trimetoprim, 140 (46,66%) resistentes ao trimetoprim, 112 (37,33%) resistentes a
tetraciclina e 63 (21,00%) resistentes ao cloranfenicol, ver Tabela 4 e Apéndice A.

Mostram ainda, que 02 (0,66%) cepas foram resistentes a amicacina e 03
(1,00%) resistentes ao imipenem. Das trés cepas resistentes ao imipenem, duas
cepas Proteus mirabilis e uma Morganella morganii.

Resistentes ao cefepime foram encontradas 05 (1,66%) cepas das quais
todas eram suspeitas da producdo de ESBL (Citrobacter freundii 01, Enterobacter
cloacae 01, Enterobacter cloacae 02, Klebsiella pneumoniae 02 e Serratia

marcescens 01).



49

O tamanho dos halos dos antimicrobianos usados no teste de

sensibilidade/resisténcia sdo mostrados no Apéndice A.

Tabela 4- Porcentagem de cepas sensiveis/resistentes aos agentes
antimicrobianos dos isolados de comunidade e hospital.

Antimicrobianos Resisténcia(%) Intermediario(%)  Sensibilidade(%)
Ac. nalidixico 13,00 1,66 85,34
Ac. pipemidico 11,00 2,33 86,67
Amoxicilina+ac. clav. 4,33 2,00 93,67
Amicacina 0,66 0,33 99,01
Ampicilina 53,66 3,00 43,34
Aztreonam 3,33 0,66 96,01
Cefalotina 19,33 12,33 68,34
Cefazolina 10,66 3,66 85,68
Cefepime 1,66 0,66 97,68
Cefotaxima 3,00 0,33 96,67
Cefoxitina 7,66 2,66 89,68
Ceftazidima 2,33 0,66 97,01
Ceftriaxona 2,33 0,99 96,68
Cefuroxima 8,66 1,33 90,01
Ciprofloxacina 24,00 1,33 74,67
Cloramfenicol 21,00 1,00 78,00
Gentamicina 3,33 0,33 96,34
Imipenem 1,00 0,00 99,00
Kanamicina 6,00 2,66 91,34
Netilmicina 2,33 1,33 96,34
Nitrofurantoina 4,66 1,66 93,68
Ofloxacina 8,33 0,33 91,34
Sulfam.-trimetoprim 37,66 1,66 60,68
Tetraciclina 37,33 11,00 51,67
Tobramicina 3,00 0,66 96,34
Trimetoprim 46,66 0,00 53,34

Os resultados desse teste das cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima e
ceftriaxona) e o aztreonam indicaram 35 cepas suspeitas de producdo da enzima
beta-lactamase de espectro estendido, dos géneros: Citrobacter sp. (2);
Enterobacter sp. (7); Escherichia coli (19); Klebsiella pneumoniae (2); Proteus
mirabilis (3), Providencia rettgeri (1) e Serratia marcescens (1), como apresentado

nas Tabelas 5-6.



Klebsiella pneumoniae (amostra 02) no teste de triagem com o aztreonam
(ATM) mostrou halo de sensibilidade menor do que o ponto de corte (?27mm),
sugerindo resisténcia ao aztreonam. A ceftazidima (CAZ) ndo associada ao acido
clavulanico mostrou halo de sensibilidade de 12mm, abaixo do ponte de corte
(?22mm), sugerindo resisténcia a ceftazidima. A cefotaxima (CTX) mostrou halo de
20mm, menor do que o ponto de corte (?27mm), também sugerindo resisténcia a
este antimicrobiano. A ceftriaxona (CRO) também apresentou halo menor do que o
ponto de corte (?25mm), também sugerindo resisténcia a este antimicrobiano
(Tabela 5). Os resultados de triagem de duas cepas Klebsiela pneumoniae (01 e 02)
sugerem resisténcia aos antimicrobianos: aztreonam (ATM), ceftazidima (CAZ),
cefotaxima (CTX) e ceftriaxona (CRO), esta bactéria € um potencial produtor da
enzima beta-lactamase de espectro estendido.

Escherichia coli: 09 cepas mostraram halo de sensibilidade para aztreonam
(ATM) maior do que o ponto de corte (?27mm) e dez cepas dessa espécie
mostraram halo menor ou igual ao ponto de corte, sugerindo resisténcia ao
aztreonam. Para ceftazidima (CAZ) cinco cepas apresentaram halo de sensibilidade
igual ao ponto de corte (?22mm) e as outras doze halos maiores do que o ponto de
corte. Para cefotaxima (CTX) doze cepas mostraram halo de sensibilidade ?27mm
(ponto de corte), sugerindo resisténcia e sete cepas mostraram halo de sensibilidade
maior ou igual ao ponto de corte. Para ceftriaxona (CRO) apenas uma cepa
apresentou halo de sensibilidade igual ao ponto de corte e 18 cepas apresentaram
halo de sensibilidade superior ao ponto de corte (?25mm) (Tabela 5).

O resultado do teste de triagem com a cefotaxima (CTX) para Escherichia coli

mostrou que doze cepas sao suspeitas de produzirem a enzima beta-lactamase de
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espectro estendido, para aztreonam (ATM) dez cepas, para ceftazidima (CAZ) cinco

cepas e para ceftriaxona (CRO) uma cepa.

Tabela 5 Triagem de cepas de Escherichia coli e Klebsiella sp. suspeitas de

serem produtoras de enzima beta-lactamase de espectro estendido

Antimicrobianos de triagem

Cepas (n°) ATM (=27mm) CAZ(=22mm) CTX (=27mm) CRO (=25mm)
E. coli 01 28 29 27 28
E. coli 02 26 28 28 29
E. coli 03 26 24 28 29
E. coli 04 30 23 24 30
E. coli 05 32 25 27 31
E. coli 06 26 24 26 26
E. coli 07 27 22 28 28
E. coli 08 27 24 23 30
E. coli 09 27 27 26 25
E. coli 10 32 27 25 27
E. coli 11 27 24 28 28
E. coli 12 27 22 26 26
E. coli 13 30 27 26 28
E. coli 14 26 26 28 29
E. coli 15 29 22 31 30
E coli 16 27 24 27 27
E coli 17 28 22 27 26
E coli 18 28 22 29 27
E coli 19 28 24 27 28
K. pneumoniae 01 R R R R
K. pneumoniae 02 16 12 20 18

Total de cepas suspeitas
de serem produtoras de ESBL

12

07

14

03

ATM:aztreonam; CAZ:ceftazidima;CTX:cefotaxima;CRO:ceftriaxona; R:resistente

Os resultados dos testes de triagem para Citrobacter freundii,
Enterobacter sp., Proteus sp., Providencia sp. e Serratia marcescens estao

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6- Triagem de cepas de membros Enterobacteriaceae suspeitas
de serem produtoras de ESBL.

Antimicrobianos de triagem

Cepas (n°) ATM (=27mm) CAZ(=22mm) CTX (=27mm) CRO (=25mm)
C. freundii 01 14 R R R
C. freundii 02 R R R R
E. aerogenes 01 R R R R
E. aerogenes 02 30 23 24 30
E. aerogenes 03 20 10 12 16
E. aerogenes 04 15 18 14 18
E.cloacae 01 R R R R
E. cloacae 02 08 16 09 R
E. sakazakii 01 30 22 27 28
P. mirabilis 01 32 30 24 27
P. mirabilis 02 38 30 34 24
P. mirabilis 03 R 24 26 28
P. rettgeri 01 R 21 25 31
S. marcencens 01 R 16 R R

Total de cepas suspeitas
De produzirem ESBL 10 10 13 09

ATM:aztreonam;CAZ:ceftazidima;CTX:cefotaxima;CRO:ceftriaxona; R:resistente

Os resultados do teste de triagem, mostrados na Tabela 6, com o aztreonam
(ATM) mostra que 10 cepas de enterobactérias foram resistentes, com a ceftazidima
(CAZ) 10 cepas foram resistentes a esse antimicrobiano, com a cefotaxima (CTX) 13
cepas foram resistentes e com ceftriaxona (CRO) 09 cepas, total de 35 sdo suspeitas
de produzirem a enzima ESBL.

Os testes fenotipicos confirmatérios de ESBL para 35 cepas mostraram que o
teste do sinergismo (dupla difusdo com discos e/ou disco aproximagao-Double Disk)
confirmou a producdo de ESBL em 5 (14,28%) cepas de enterobactérias como

apresentado na Tabela 7 e Figuras 10-12.



Tabela 7- Cepas de enterobactérias produtoras e nédo produtoras de ESBL verificado
pelo método disco difusao (teste fenotipico confirmatorio).

Cepas formagéo de ESBL
“zona fantasma”
C. freundii® 01 ausente negativo
C. freundii 02 ausente negativo
E. aerogenes 01 ausente negativo
E. aerogenes 02 ausente negativo
E. aerogenes 03 ausente negativo
E. aerogenes 04 ausente negativo
E. cloacae® 01 presente positivo
E. cloacae 02 presente positivo
E. sakazakii 01 ausente negativo
E. coli 01 ausente negativo
E. coli 02 ausente negativo
E. coli 03 ausente negativo
E. coli 04 ausente negativo
E. coli 05 ausente negativo
E. coli 06 ausente negativo
E. coli 07 ausente negativo
E. coli 08 ausente negativo
E. coli 09 ausente negativo
E. coli 10 ausente negativo
E. coli 11 ausente negativo
E. coli 12 ausente negativo
E. coli 13 ausente negativo
E. coli 14 ausente negativo
E. coli 15 ausente negativo
E. coli 16 ausente negativo
E. coli 17 ausente negativo
E. coli 18 ausente negativo
E. coli 19 ausente negativo
K. pneumoniae 01 presente positivo
K. pneumoniae 02 presente positivo
P. mirabilis 01 ausente negativo
P. mirabilis 02 ausente negativo
P. mirabilis 03 ausente negativo
P. rettgeri 01 ausente negativo
S. marcescens 01 presente positivo
Total ESBL 05

O resultado do sinergismo, método disco difusdo (teste fenotipico

confirmatdrio), demonstrou que cinco cepas sao produtoras da enzima ESBL: dois



Enterobacter cloacae (5,71%); duas Klebsiella pneumoniae (5,71%) e uma Serratia

marcescens (2,85%).

Sinergismo ou “zona
fantasma” ou truncada

e Cefotaxima (CTX)

Aztreonam (ATM)

© ) @

Ceftriazona (CRO) Amoxicilina+ac.
clavulanico (AMC)

e Ceftazidima (CAZ)

Figura 10 - Demonstracdo do sinergismo pelo método
disco difusdo ap6és triagem de Klebsiella pneumoniae
entre a amoxicilina+acido clavulanico (disco central),
aztreonam (ATM) e as cefalosporinas de terceira
geracdo incluindo a ceftazidima (CAZ); cefotaxima
(CTX) e ceftriaxona (CRO) (discos laterais).

“Zona fantasma”

Cefotaxima Amoxicilina+ &c. Aztreonam
(CTX) clavulanico (AMC) (ATM)

Figura 11 — Demonstracdo do sinergismo pelo método
disco difusdo apresentado por Enterobacter cloacae
entre amoxicilina+acido clavulanico (disco central) e
0s antimicrobianos aztreonam (ATM) e cefotaxima
(CTX).



Figura 12 - Demonstracdo do sinergismo pelo
método disco difusdo apés triagem de Klebsiella
pneumoniae entre a amoxicilina+acido clavulanico
(AMC) e cefotaxima (CTX).

Os resultados do método do E-test, em 35 cepas de enterobactérias estao

apresentados na Tabela 8 e Figuras 13-15.

CT=Cefotaxima (CAZ) TZ=Ceftazidima (CAZ)

Deformacao
da elipse

CTL=Cefotaxima (CTX) TZL=Ceftazidima(CAZ)
+ac. clavulanico +ac. clavulanico

Figura 13 - Demonstracéo da elipse deformada nas
fitas de Etest contendo ceftazidima e
ceftazidima+acido clavulanico; cefotaxima e
cefotaxima + A&cido clavulanico, fendémeno
apresentado por Klebsiella pneumoniae produtora
de ESBL.



CTL=Cefotaxima TZL=Ceftazidima
(CTX)+ac clavulanico (CAZ)+ac. clavulanico

4,0?g/ml

) ek
CT=Cefotaxima (CTX) TZ=ceftazidima (CAZ)

Figura 14 - Foto ilustrativa do método Etest
demonstrando a producdo de ESBL por Serratia
marcescens pela fita contendo ceftazidima (4,0?g/ml)
e ceftazidima+acido clavulanico (0,25?g/ml). Os
antimicrobianos cefotaxima e cefotaxima+acido
clavulanico foram resistentes.

Cefotaxima (CT) Ceftazidima(TZ)

12pug/mL

0,064ug/mL

0,064ug/mL

Cefotaximat ac. Ceftazidimatac.
clavulanico (CTL clavulanico (TZL

Figura 15 - Foto ilustrativa do método Etest
demonstrando a producdo de ESBL por
Enterobacter cloacae pela fita contendo
ceftazidima (12,0?g/ml) e ceftazidima+acido
clavulanico (0,064?g/ml). Os antimicrobianos
cefotaxima foi resistente e cefotaxima+acido
clavulanico (0,0642g/ml).
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Tabela 8- Cepas de enterobactérias produtoras e ndo de ESBL aplicacéo do método E-test’ ESBL

(teste fenotipico confirmatorio)

Cepas CAZ-CAZ+AC  CTX-CTX+AC PM-PM+AC ESBL

C. freundii 01 indeterminado indeterminado indeterminado indeterminado
C. freundii 02 indeterminado indeterminado ausente indeterminado
E. aerogenes 01 indeterminado indeterminado ausente indeterminado
E. aerogenes 02 ausente ausente ausente negativo

E. aerogenes 03 indeterminado indeterminado ausente indeterminado
E. aerogenes 04 indeterminado indeterminado indeterminado indeterminado
E. cloacae 01 presente indeterminado indeterminado positivo

E. cloacae 02 presente indeterminado ndeterminado positivo

E. sakazakii 01 ausente ausente ausente negativo

E. coli 01 ausente ausente ausente negativo

E. coli 02 ausente ausente ausente negativo

E. coli 03 ausente ausente ausente negativo

E. coli 04 ausente ausente ausente negativo

E. coli 05 ausente ausente ausente negativo

E. coli 06 ausente ausente ausente negativo

E. coli 07 ausente ausente ausente negativo

E. coli 08 ausente ausente ausente negativo

E. coli 09 ausente ausente ausente negativo

E. coli 10 ausente ausente ausente negativo

E. coli 11 ausente ausente ausente negativo

E. coli 12 ausente ausente ausente negativo

E. coli 13 ausente ausente ausente negativo

E. coli 14 ausente ausente ausente negativo

E. coli 15 ausente ausente ausente negativo

E. coli 16 ausente ausente ausente negativo

E. coli 17 ausente ausente ausente negativo

E. coli 18 ausente ausente ausente negativo

E. coli 19 ausente ausente ausente negativo

K. pneumoniae 01 presente presente presente positivo

K. pneumoniae 02 presente presente presente positivo

P. mirabilis 01 indeterminado indeterminado ausente indeterminado
P. mirabilis 02 ausente ausente ausente negativo

P. mirabilis 03 ausente ausente ausente negativo

P. rettgeri 01 ausente ausente ausente negativo
S.marcescens 01 presente indeterminado indeterminado positivo
Total ESBL 05

[CAZ-CAZ+AC] ceftazidima-ceftazidima+acido clavulanico;
[CTX-CTX+AC] cefotaxima-cefotaxima+acido clavulanico;

[PM-PML+AC]cefepime-cefepime+éacido clavulanico

Os resultados do Etest mostraram que produzem a enzima ESBL duas cepas

de Enterobacter cloacae, duas Klebsiella pneumoniae e uma Serratia marcescens.



Os resultados do método dos discos combinados estao apresentados na

Tabela 9 e Figuras 16-17.

Tabela 9- Cepas de enterobactérias produtoras e ndo de ESBL verificado pelo
método Discos Combinados (Teste fenotipico confirmatario)

Cepas (CPD+AC) (CAZ+AC) (CTX+AC) ESBL
- (CPD)= - (CA2)= - (CTX)=
=5mm =5mm =5mm

C. freundii 01 N N N negativo
C. freundii 02 N N N negativo
E. aerogenes 01 N N N negativo
E. aerogenes 02 N N N negativo
E. aerogenes 03 N N N negativo
E. aerogenes 04 N N N negativo
E. cloacae 01 S S S positivo
E. cloacae 02 S S S positivo
E. sakazakii 01 N N N negativo
E. coli 01 N N N negativo
E. coli 02 N N N negativo
E. coli 03 N N N negativo
E. coli 04 N N N negativo
E. coli 05 N N N negativo
E. coli 06 N N N negativo
E. coli 07 N N N negativo
E. coli 08 N N N negativo
E. coli 09 N N N negativo
E. coli 10 N N N negativo
E. coli 11 N N N negativo
E. coli 12 N N N negativo
E. coli 13 N N N negativo
E. coli 14 N N N negativo
E. coli 15 N N N negativo
E. coli 16 N N N negativo
E. coli 17 N N N negativo
E. coli 18 N N N negativo
E. coli 19 N N N negativo
K.pneumoniae 01 S S S positivo
K. pneumoniae 02 S S S positivo
P. mirabilis 01 N N N negativo
P. mirabilis 02 N N N negativo
P. mirabilis 03 N N N negativo
P. rettgeri 01 N N N negativo
S. marcescens 01 S S S positivo
Total ESBL 05

CPD:cefpodoxima; CAZ:ceftazidima; CTX:cefotaxima; AC:ac. Clavulanico
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5 Ceipodoxima(CPD)+ac.
Cefpodoximay(CPD) claval@nico=28mm
RESSEIE]

' Lt

| Ceftazidima (CAZ)+ac.
Ceftazidima (CAZ) clavulanico=30mm
I 12mm & (1]

Cefotaxima (CTX) Cefotaxima (CTX)+4c.
20mm ® Clavulaniee=35mm

Figura 16 - Foto ilustrativa do método do disco
combinado (Oxoid) demonstrando a producdo de
ESBL por Klebsiella pneumoniae, a leitura do teste
fenotipico confirmatério baseou-se na resultante
(?5mm) entre a diferenca do halo do disco contendo
cefalosporina combinada com &acido clavulanico e
cefalosporina ndo combinada.

Cefpbdoxima (CPD)+ac.
Cefpodoxima{(CPD) Clavtlanico=10mm
Resigtente ]

Ceftazidima (CAZ)+ac.
Clavulanico=23mm

Cefotaxima (CTX)+éac.
Cefotaxima (CTX) Clavulanico=18mm
Resistente

Figura 17 - Foto ilustrativa do método do disco
combinado (Oxoid) demonstrando a producédo de
ESBL por Serratia marcescens, a leitura do teste
fenotipico confirmatério baseou-se na resultante
(?5mm) entre a diferenca do halo do disco
contendo cefalosporina combinada com &cido
clavulanico e cefalosporina ndo combinada.



Os resultados do método dos discos combinados mostraram que cinco cepas
foram produtoras de ESBL, duas cepas Enterobacter cloacae, duas Klebsiella

pneumoniae e uma Serratia marcescens.

Os resultados testes de sensibilidade/resisténcia aos antimicrobianos
mostraram que: Enterobacter cloacae (amostra 01)
Sensiveis: Amicacina, Imipenem e Tetraciclina.
Resistentes: Amoxicilina+acido clavulanico, Ampicilina, Cefalotina, Cefazolina,
Cefepime, Cefuroxima, Cefoxitina, Kanamicina, Ciprofloxacina, Cloranfenicol,
Gentamicina,  Trimetoprim, Ofloxacina, Acido  Nalidixico, Tobramicina,

Sulfametoxazol-Trimetoprim, Netilmicina, Nitrofurantoina, Acido Pipemidico.

Enterobacter cloacae (amostra 02)
Sensiveis: Amoxicilina+acido clavulanico, Amicacina, Cefepime, Ciprofloxacina,
Cloranfenicol, Gentamicina, Imipenem, Ofloxacina, Acido Nalidixico, Tetraciclina,
Nitrofurantoina e Acido pipemidico.
Resistentes: Ampicilina, Cefalotina, Cefazolina, Cefuroxima, Cefoxitina, Kanamicina,

Trimetoprim, Tobramicina, Sulfametoxazol-Trimetoprim, Netilmicina.
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Klebsiella pneumoniae (amostra 01)

Sensiveis: Amicacina, Cefepime e Imipenem.

Resistentes: Amoxicilina+acido clavulanico, Ampicilina, Cefalotina, Cefazolina,
Cefuroxima, Cefoxitina, Kanamicina, Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Gentamicina,
Trimetoprim, Ofloxacina, Acido Nalidixico, Tobramicina, Sulfametoxazol-Trimetoprim,

Netilmicina, Nitrofurantoina e Acido pipemidico.

klebsiella pneumoniae (amostra 02)
Sensiveis: Amoxicilina+acido clavulanico, Amicacina, Cefoxitina, Ciprofloxacina,
Cloranfenicol, Gentamicina, Imipenem, Ofloxacina, Acido Nalidixico, Tetraciclina,
Nitrofurantoina e Acido Pipemidico.
Resistentes: Ampicilina, Cefalotina, Cefazolina, Cefuroxima, Kanamicina,

Trimetoprim, Tobramicina, Sulfametoxazol-Trimetoprim, Netilmicina.

Serratia marcescens

Sensiveis: Amicacina, Kanamicina, Ciprofloxacina, Gentamicina, Imipenem,
Ofloxacina, Acido Nalidixico, Tobramicina, Netilmicina e Acido Pipemidico.
Resistentes: Amoxicilina+acido clavulanico, Ampicilina, Cefalotina, Cefazolina,
Cefuroxima, Cefoxitina, Cloranfenicol, Trimetoprim, Sulfametoxazol-Trimetoprim,

Nitrofurantoina.
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De todas as Enterobacteriaceae testadas, cinco cepas foram capazes de
produzir ESBL como ficou demonstrado pela aplicacdo de testes fenotipcos
confirmatodrios: double-disc, Etest e discos combinados. A distribuicdo de espécies
ESBL positivas foram: Enterobacter cloacae (duas cepas), Klebsiella pneumoniae
(duas cepas) e Serratia marcescens (uma cepa). Todas as cepas ESBL positivas
foram resistentes a ampicilina, cefalotina, cefazolina, cefuroxima, sulfametoxazol-
trimetoprim e trimetoprim, 4 cepas resistentes a cefoxitina e cefepime, 3 cepas
resistentes a amoxicilina associada ao acido clavulanico, cloranfenicol e

nitrofurantoina, como mostrado na Tabela 10.

Tabela 10 - Medida dos halos dos antimicrobianos para 5 cepas de enterobactérias produtoras de

ESBL
Antimicrobianos
Cepas AMC AMI AMP CFL CFz CPM CRX CFO KAN CIP CLO
E. cloacae 01 R 19 R R R R R R R R R
E. cloacae 02 15 17 R R R 12 R R R 32 28
K.pneumoniae 01 R 18 R R R 19 R R R R R
K. pneumoniae 02 22 18 R R R R R 21 R 32 28
S. marcescens 01 R 27 R R R R R R 26 33 R
halos =13 =14 =13 =14 =14 =14 =14 =13 =13 =15 =12

resistentes (mm)

continuacgéo da Tabela 10

Antimicrobianos

Cepas GEN IPM TRI OFX NAL TOB TET SUT NET NIT PIP
E. cloacae 01 R 28 R R R R 19 R R R R
E. cloacae 02 20 23 R 36 26 R 20 R R 22 28
K.pneumoniae 01 R 19 R R R R R R R R R
K. pneumoniae 02 19 26 R 30 24 R 22 R R 25 28
S. marcescens 01 23 24 R 32 16 19 13 R 24 R 14
halos =12 =13 =10 =12 =13 =12 =14 =10 =12 =14 =13

resistentes (mm)




5-DISCUSSAO

Os estudos da presente pesquisa indicam que a Escherichia coli é ainda a
mais comum causa de infecc¢ao urinaria adquirida na comunidade. Dado consistente
com o de outros estudos (HENRY et al. 1998; GALES et al. 2000; HRYNIEWICZ et
al., 2001). Gales et al. (2000) mostraram que 47,5% do total de microrganismos que
causam a infec¢ao urinaria foram isolados de pacientes com infec¢des adquiridas na
comunidade, enquanto que 22,1% foram infec¢des adquiridas em hospital. Ainda, a
prevaléncia da infeccao urinaria € maior em mulheres adultas do que em homens.

Na presente pesquisa observou-se que 83% das cepas de enterobactérias
isoladas eram de pacientes do sexo feminino e 17% do sexo masculino.

A maioria das infec¢Bes urinarias da comunidade devido a E. coli investigadas
neste estudo foram sensiveis aos antimicrobianos como o sulfametoxazol-
trimetoprim, norfloxacina, ciprofloxacina, nitrofurantoina, cefepime, cefoxitina, acido
pipemidico e &cido nalidixico. Dados consistentes com outros autores indicando que
Escherichia coli é ainda sensivel a muitos agentes antimicrobianos comuns usados
na pratica geral (FLUIT et al., 1997; CUNNEY et al., 1992, JONES et al., 1999;
HRYNIEWICZ et al., 2001).

No presente estudo observou-se que outras espécies de Enterobacteriaceae,
como Klebsiella pneumoniae (amostra 01) isolada de paciente hospitalizado foi mais
resistente. Dado concordante com estudos de outros autores (CUNNEY et al., 1992;
VROMEN et al., 1999).

De acordo com M’Zali et al. (2000) os antibidticos beta lactamicos de amplo
espectro sdo comumente incluidos nos tratamentos empiricos das infeccbes

causadas por bacilos Gram-negativos. A emergéncia de bactérias produtoras de



beta-lactamase de espectro estendido constitui-se em séria ameaca ao USO
continuado desta familia de antibioticos. Cormican et al. (1998) relataram que a
multirresisténcia bacteriana esta relacionada com a producdo da enzima beta-
lactamase de amplo espectro, em cepas isoladas em comunidade e hospital.

Observou-se na presente pesquisa que as ESBLs foram produzidas com mais
frequéncia entre as cepas de Klebsiella pneumoniae do que pelas cepas de
Escherichia coli, concordando com os dados obtidos por outros autores
(ZEMMELMAN et al. 2001). Os microrganismos produtores de ESBL estédo
associados com a assisténcia a saude publica (BRADFORD, 2001).

De acordo com Linscott e Brown (2005) o laboratério de microbiologia clinica
tem a tarefa de fazer o screening e confirmar a producdo de ESBL de
microrganismos isolados de material biol6gico. O desafio do laboratério é detectar
ESBL em microrganismos Gram-negativos, porque eles podem ser sensiveis in vitro
para certos agentes antimicrobianos beta-lactamicos o que resulta na falha clinica
do tratamento.

Na presente pesquisa, as trezentas cepas estudadas para a producdo de
ESBL foram caracterizadas pela analise do padrao de antibiético resisténcia
(Apéndice A) e para o screening inicial de bactérias produtoras de ESBL indicadores
foram o0s seguintes antimicrobianos: aztreonam (307g), ceftazidima (307?9),
cefotaxima (30?9) e ceftriaxona (30?g) em placas contendo agar Muller Hinton.

O CLSI (NCCLS 2005) recomenda para a triagem inicial de producdo de
ESBL para Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca os
antimicrobianos: cefpodoxima (107g) ou ceftazidima (30?g) ou aztreonam (30?7g) ou

cefotaxima (307?g) ou ceftriaxona (30?g) em placas contendo agar Mueller Hinton. O
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uso de varios agentes antimicrobianos aumenta a sensibilidade da deteccdo de
ESBL (CLSI [NCCLS] 2005).

Deve-se observar que a terminologia CLSI usada neste texto corresponde a
terminologia de NCCLS, o documento passou a ser denominado CLSI em 2005, as
tabelas de leitura lancadas em janeiro de 2005 (M100-S15) jA4 contém essa
terminologia e o caderno novo sera langado em 2006 (ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

Na presente pesquisa a suspeita de microrganismos produtores de ESBL foi
obtida por medida dos halos dos antimicrobianos selecionados para 0 screen teste
inicial, a leitura dos halos teve por referéncia os padrdes aztreonam (=27mm);
ceftazidima (=22mm); cefotaxima (=27mm); ceftriaxona (=25mm) como indicado por
CLSI (2005). Tomando-se por base este indicador, observou-se neste estudo que no
screen teste inicial de 218 cepas de E. coli, 19 (8,71%) eram suspeitas de
produzirem ESBL e foram avaliadas com os testes confirmatorios, e as duas cepas
de Klebsiella pneumoniae foram resistentes e ou apresentaram halos de leitura
menores do que o preconizado aos quatro antimicrobianos do teste de triagem
(aztreonam =27mm; ceftazidima =22mm; cefotaxima =27mm e ceftriaxona
=25mm)(Tabela 5).

Embora o screen teste inicial tenha sido padronizado para E. coli, K.
pneumoniae e K. oxytoca, na presente pesquisa a deteccdo de ESBL foi
considerada para o grupo CESP (Citrobacter sp, Enterobacter sp., Serratia sp. e
Providencia sp) devido a importancia clinica que apresentam. Segundo Rossi e
Andreazzi (2005) a deteccdo de ESBL em outras cepas que néo E. coli e Klebsiella
sp. deve ser considerada, pois o grupo CESP (Citrobacter sp., Enterobacter sp.,
Serratia sp. e Providencia sp.), Morganella morganii e Pseudomonas aeruginosa

possuem o0 gene que codifica a producdo de beta-lactamase AmpC, o que
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caracteriza um mecanismo de resisténcia intrinseco. Estas cepas constituem as
cepas de importancia clinica que produzem um outro tipo de beta-lactamase a
AmpC.

Adicionando outras informacdes observou-se no presente estudo que cepas
de Proteus mirabilis (amostras 01, 02 e 03) no screen inicial (Tabela 6) eram
suspeitas de produzirem ESBL. No entanto, o teste de triagem para producédo de
ESBL por Proteus mirabilis ndo € recomendado, na rotina. Sugere-se este teste
apenas quando o isolado é clinicamente relevante, ou seja, em caso de bacteriemia
e 0s antimicrobianos ceftazidima (=22mm), cefotaxima 27mm) ou cefpodoxima
(=17mm) fardo uma identificacdo presuntiva de producdo de ESBL. A confirmacao
fenotipica do teste serd realizada com os antimicrobianos ceftazidima e cefotaxima
combinada ou ndo com &cido clavulanico e podera confirmar as cepas produtoras de
ESBL. Para todas as cepas de Proteus mirabilis produtoras de ESBL no resultado do
antibiograma sera reportado que a cepa € resistente para todas as penicilinas,
cefalosporinas e aztreonam (CLSI 2005).

No presente estudo os testes fenotipicos confirmatérios foram realizados em
placas contendo Mueller Hinton agar e os discos cefotaxima (CTX-30?7g) ou
ceftazidma (CAZ-30?g) sozinhos, ou seja ndo associado ao acido clavulanico;
cefotaxima (CTX-30?g) associada ao acido clavulanico (AC-10?g) e ceftazidma
(CAZ-30?9g) associada ao acido clavulanico (AC-10?g) CLSI (2005).

Linscott e Brown (2005) notificam que os testes confirmatérios devem ser
realizados para o screening de microrganismos para indicar producéo de ESBL e os
testes fenotipicos confirmatoérios sédo direcionados para E. coli, K. pneumoniae e K.

oxytoca contra a ceftazidima (CAZ) e cefotaxima (CTX) ndo combinadas e
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combinados com &cido clavulanico (cefotaxima+éacido clavulanico e
ceftazidima+acido clavulanico).

No presente estudo, a confirmacao fenotipica de producdo de ESBL foi
realizada com trés testes confirmatérios disponiveis no comércio: (1) sinergismo ou
double-disk: em que usa aztreonam, amoxicilina+acido clavulanico, cefotaxima
ceftazidima e ceftriaxona; (2) Etest: fita contendo ceftazidima em uma extremidade e
na outra ceftazidima combinada com acido clavulanico e cefotaxima versus
cefotaxima/acido clavulanico; (3) disco combinado: cefotaxima e cefotaxima+acido
clavulanico, ceftazidima e ceftazidima+acido clavulanico e cefpodoxima e
cefpodoxima+acido clavulanico. De acordo com Linscott e Brown (2005) os discos
de cefotaxima (CTX) e ceftazidima (CAZ) com e sem &cido clavulanico sao testados
para assegurar a deteccédo da producéo de ESBL.

O teste de aproximac&o ou double-disk ou teste do sinergismo foi usado na
presente pesquisa e permitiu detectar 5 (1,66%) cepas produtoras de ESBL, na
leitura do teste aparece “zona fantasma” ou “truncada” de uma distancia de 30mm
entre os discos de cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima, cefriaxona) e
amoxicilina+acido clavulanico e aztreonam (Figuras 10-12). Este método indicou que
as ESBLs foram produzidas por K. pneumoniae, E. cloacae e S. marcescens. O
teste do sinergismo ndo acusou a presenca de E. coli produtoras de beta-lactamase
de espectro estendido entre as cepas isoladas de infec¢cdo urinaria de pacientes de
comunidade. Todos os antimicrobianos utilizados, neste método, demonstraram
atividade alta. Nesta pesquisa a sensibilidade do teste foi de 100% e especificidade
100%. De acordo com Pereira et al. (2003) em 134 isolados de K. pneumoniae a
ceftazidima apresentou 97,3% de sensibilidade (em duas cepas a ceftazidima néo

detectou producdo de ESBL), a sensibilidade do aztreonam foi de 94,7% (em quatro



cepas nao foi detectada a ESBL) e as cefalosporinas (cefotaxima e ceftriaxona)
apresentaram 100% de sensibilidade e especificidade.

No presente estudo usou-se o0 Etest como teste fenotipico confirmatério de
producéo de ESBL por cepas de Enterobacteriaceae isoladas de infeccao do trato
urinario de pacientes de comunidade e hospitalar. Observou-se que de 300 cepas
estudadas, a producdo de ESBL por Etest foi confirmada em cinco cepas (K.
pneumoniae, E. cloacae e S. marcescens). A figura 14 ilustra a comparagcao da
concentracdo inibitéria minima de ceftazidima ndo combinada com a ceftazidima
combinada ao acido clavulanico para Serratia marcescens. Houve a inibicdo da cepa
na presenca de acido clavulanico. E preconizado que a producdo de ESBL é
considerada positiva quando a relacdo da ceftazidima (TZ) e ceftazidima+acido
clavulanico (TZL) ou cefotaxima (CT) e cefotaxima+ acido clavulanico (CTL) for
maior do que 8 (ROSSI e ANDREAZZI, 2005). Este estudo mostra que o
antimicrobiano ceftazidima detecta mais microrganismos produtores de beta-
lactamase do que a cefotaxima. Dados consistentes com Cormican et al. (1996).

Na presente pesquisa foi usado o método do disco combinado (Oxoid) para
detectar beta-lactamase de espectro estendido, neste método foram utilizados os
discos de cefotaxima (CTX-30?g) e cefotaxima+acido clavulanico (CTX-30?g+AC-
10?qg); ceftazidima (CAZ-30?g) e ceftazidima+acido clavulanico (CAZ-30?g+AC-
10?g) e cefpodoxima (CPD-10?g) com cefpodoxima+éacido clavulanico
(CPD10?g+AC17?g) e depende da comparacao do diametro das zonas de inibicao
dos discos. A diferenca de ?5mm entre o diametro dos halos de inibicdo dos discos
cefotaxima (CTX-30?g) e o combinado cefotaxima+acido clavulanico (CTX-
30?g+AC-10?g) ou ceftazidima (CAZ-30?g) e ceftazidima+acido clavulanico (CAZ-

30?g+AC-10?g) ou cefpodoxima (CPD-10?g) com cefpodoxima+acido clavulanico
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(CPD10?g+AC17?g) indicaram a producdo de ESBL, ou seja, os resultados foram
interpretados como positivos, de acordo com as instru¢des do NCCLS (2005).

Aplicando-se este método, na presente pesquisa, foram consideradas
positivas para producédo de ESBL cinco cepas (Enterobacter cloacae (duas cepas),
Klebsiella pneumoniae (duas cepas) e Serratia marcescens (uma cepa). A figura 16
ilustra um teste positivo de Klebsilella pneumoniae para ESBL confirmada por
ceftazidima (CAZ-30?g) com cefotaxima+acido clavulanico (CAZ-30?g+AC107?g), a
leitura do halo de inibicdo de cefotaxima foi igual a 12 e da cefpodoxima+acido
clavulanico igual a 30, a diferenca entre 30 e 12=18mm. A figura 17 ilustra a
producao de ESBL pelo teste fenotipico confirmatério com ceftazidima (CAZ-30?g) e
ceftazidima+acido clavulanico (CAZ-30?g+AC-10?g) para Serratia marcescens. Os
dados obtidos utilizando o teste dos discos combinados mostraram que na presente
pesquisa 0s antimicrobianos (cefpodoxima, ceftazidima e cefotaxima) e 0s seus
combinados com &cido clavulanico confirmaram a positividade de ESBL em 14,28%
das cepas suspeitas. Dados divergentes de outros autores M’'Zali et al.(2000)
mostraram que ceftazidima e ceftazidima/acido clavulanico detectou 86% das cepas
produtoras de ESBL e cefotaxima e cefotaxima/acido clavulanico detectou 66% das
cepas produtoras de ESBL. As cepas estudadas na presente pesquisa eram
provenientes de pacientes com infec¢do urinaria, dai a notada diferenca com outras
pesquisas.

De acordo com CLCSI (2005) e Rossi e Andreazzi (2005) as cepas de E. coli
e Klebsiella sp. que produzem a beta-lactamse de espectro estendido (ESBLS)
podem ser clinicamente resistentes a terapia com penicilinas, cefalosporinas ou
aztreonam, apesar da aparente sensibilidade in vitro para quaisquer destes agentes.

Apbés o teste de screening e o teste confirmatdrio, o laboratério clinico deve
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interpretar e liberar o resultado de cepas produtoras de ESBL como resistente para:
penicilinas, cefalosporinas e aztreonam.

No presente estudo o teste fenotipico confirmatério de producédo de ESBL
entre as cepas CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens e Providencia rettgeri) foi positivo para Enterobacter cloacae e Serratia
marcescens em trés testes: double-disk, Etest e discos combinados. A deteccéo de
ESBL nestas cepas sugere a presenca do gene que codifica a producdo de beta-
lactamase AmpC, de acordo com Rossi e Andreazzi (2005).

Uma dificuldade encontrada na avaliacao de testes para a deteccao de cepas
produtoras de ESBL é o estabelecimento de um padrédo-ouro, uma vez que algumas
cepas expressam um grau de resisténcia muito baixo, ou, ainda, a producao de
ESBL pode estar associada a outro mecanismo de resisténcia aos beta-lactamicos.
Desta maneira, nenhum teste fenotipico pode ser considerado padrdo-ouro, pois
podera apresentar resultados falsos positivos e falsos negativos (PEREIRA et al.,
2003).

Para contornar essa situacdo muitos estudos utilizam uma combinacdo de
testes como padrao-ouro. No presente estudo foram consideradas produtoras de
ESBL as amostras que apresentaram teste de triagem positivo para qualquer
antimicrobiano e que também foram positivas para pelo menos um dos trés testes
gue avaliam o efeito do acido clavulanico. O teste de triagem apresenta alta
sensibilidade, enquanto os testes que avaliam o efeito do acido clavulanico
apresentam alta especificidade. Assim, essa combinacdo representa um padrao-
ouro bastante adequado (PEREIRA et al., 2003).

Observou-se no presente estudo que os trés métodos usados para a

deteccdo de beta-lactamase em Enterobacteriaceae sao aceitdveis para o0 uso
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clinico. No entanto, os testes do sinergismo e do disco combinado sdo de execucao
e leitura facil. O Etest € mais caro e requer muita habilidade para leitura dos halos de
inibicdo. Todos os testes apresentam resultados confidveis e pouco discordantes.
Dando continuidade a esta pesquisa outros estudos deverdo ser realizados
envolvendo outras técnicas, como a de formacao de biofilme “in vitro”, resisténcia

aos antimicrobianos e métodos moleculares.
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6-CONCLUSAO

A implementacao dos testes fenotipicos na rotina laboratorial é fundamental
na confirmacdo do mecanismo de resisténcia microbiana mediada por plasmidios,
importante na expansao e multiplicacéo das beta-lactamases de espectro estendido

(ESBL).

A interpretacdo correta do teste de sensibilidade aos antimicrobianos é
fundamental para detectar a producdo ESBL, auxiliando o clinico em um tratamento

adequado e eficaz.

Os trés testes fenotipicos utilizados (teste do sinergismo dupla difusédo, E-
test’ ESBL, discos Combinados-Oxoid) detectaram cinco cepas produtoras de
ESBL: Enterobacter cloacae (duas cepas), Klebsiella pneumoniae (duas cepas) e

Serratia marcescens (uma cepa).

Foram encontradas cepas de bacilos Gram-negativos produtores de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL), na comunidade e hospital da regiao de

Araraquara.
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CEPA AMUATMCAZ|CTXCRO AMI{AMPCFL |CFZCPM CRXICFOKAN CIP (CLOJGEN IPM| TRI|OFXNALTOB TET|SUT|INET| NIT| PIP SEXQIDADE
Ecoll 18128(29| 27| 8[18| R|R |17\ 23|18 22) R |27 | 2| 18] 18| R|26|2[16|20|R| 19| 0| A4 |F| 4
Ecoll2 20)126(28 28| 29| 24| R{22|2%(39]2528)27|36|30( 24| 32| R[35| 32| 2| 24| R|25| 8| 30| F | 65
Ecoll 20126(24| 28|29/ 18{ R|16/19]2]20{20)17|24| R|16/|20{ R[23|21|15]15| R|18| 18| 19 F | 4
E.colid 24130( 23| 24130/ 20{ 16|14 |18|27|18]16)20(28|23]20|26]22{30| 24|17|20{ 28] 23| 19| 4| F | T
Ecol 24132\ 25| 21131 22{20{22 |20 28] 22| 20120 (30| 24] 20| 26]22{30| 22| 18| 22|26 21| 8| 4| F | 40
E.colf 22)126(24{2626|20{R|20|2|2%]20{20120(28| 22|18/ 26| R[25|22|18| R|R|20{20|2L[ F| 28
Ecoll 0127|2228 28| 18(20{18|21]30]20{20119|32| 20 22| 22| R [24| 24| 15| 18| R| 16| 19| 24| F | 4
E.colf 20027\ 24| B[ 1T{R|R|18]28]22]23|17]30|24]16/22]25[30| 28| 14|18]20]16|23| 26| F | 65
E.coll9 4127|271 2625 20{ 18|19 |21 |24]19]20119|30| 23|18 22|24{26|22|17|20{ 24| 20| 24| 5| F | 28
Ecolit0 2\3(27125] 21| 18[R{15[18]30]10]24]19|32|26]19|28]26(32| 28|16|21|23| 24| 27| 8| F | 8
Ecolitt 25|27|2428]28|19(18|18|23|28]18]21)20(28|21]20|28]21{30)28|18|18| 24| 20| 2| 24| F | 2
Ecolit2 20127|22{26] 26| 18{ R|18(17]28] 18 24| 19| 27| R|18|21| R|26| 28| 17| R|R|20| 1926 F | 6
Ecolit3 24130(27(26] 28| 21{20{20 | 24|28]22| 23| 21|34]28]20/29]30(32| 30| 19| 22|30 21| 2| 26| F | 33
Ecolit4 25|26(26{28] 29| 20{ R|21|21|28]21{20)18]25(28|24|22|18|30 | 22|18|22| 24|20 | 20| 24| F | 4
Ecolt5 20129(22( 3130/ 20{ R|16(19]2]19(23| 19|31 24| 24| 24| R|30| 4| 17| 20| R|19| 2| 24| F| 7
E. colt6 W 27(24) 211 21| 23| R R 1724|191 20| 17(33| 26| 20| 22| R|27| 25| 19| 20| R 21| 18| 24| F | 5
Ecolit? 1828)22| 272625/ R [1819|28|18]22{19(28|28|20{ 22| R [28| 25| 19| 2L[ R|20| 21| %5 F
Ecolit8 18)28{22| 9| 21[19{R{R|[W|2%6|20[2L|R[R|R|RIA4|R|R|R|R[R|RI19|BR|M| S
Ecolit9 20128(24{ 27128 21{R|14|15]2]20{21)20(28|26| 21| 22| 26| 26| 23| 19| R|271| 20| 20| 22| F
E.coli20 25)30( 28|30 28| 19{R{16|20(29]20{22|120(25|24[21| 24| R[26| B|17|R|R|22|2A | %[ F| 28
Ecoll2t 24130 26| 3030 19{R{R|R[2]19]23]20 (27| 4[17] 25| R[28|2%6|16| R|R|20| 21| 26| F | &3
Ecoli22 24128|25| 29128/ 20{ R{16|18]28]20{20119]25|23[18| 23| R[25|0|16| R|R|20| 2| 24| F | T
Ecoli23 23130(26{30]30/20{30{20|24|32] 20| 24]20|34]26] 19|25 20{30| 26| 2| 17| 26| 22| 25| 8| F | 3
E.colid 24134/ 263230/ 20{20{ 20| 24|38]20| 24| 22140]26] 20| 30{20{27| 30| 20| 18|28 20|26 | 26| F | 1
Ecol2s 24130(28| 2926 24{20{18|21(28]26]22|122|32|30[22| 28| R[32| 28| 19| R|R|22| 23| 28| F | %6
Ecol2b 28130(26{30] 26| 20{ R|15/19]25[17[20119]28|22{19| 23| R[21|3|17| R|R|20|21| 26| F | I8
Ecoll? 16132124 28{ 201 19| R{17/15(30(18]20122(29|24(18]28|23({26| 30| 19| R|R|21|B| B[ F| 7
Ecoli8 22130(28| 28|28 22{22{20|23]30]22 25| 20(30|26]21|28]20({26| 28|19 17| 21| 20| 2| 26| F | 2
Ecoli8 23130/ 28| 29130 17(18|17|20(28]20] 201830 | 24] 1822|2429 26| 16| 18] 25| 19| 2| 26| F | 39
E.col29 22130/ 27( 31|32 24{ R{21[24]30]20] 2824|3524 26\ 31| R[32| 28| 2| 24| R 24| 30| 26| F | 39
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Ecoll) 20)30{28|30(33/ 201 22| 20| 24|32\ 20| 24| 20{28 | 24|18] 26] 28| 30| 27( 19| 201 30| 20| 30| 2| F | N
EcolBl 2132|311 32(3 20| R|21{2(17/23{28{20{30( R |20{30| R {28(30/19| R|12{22{25 | B|F| 9
Ecoli2 4131121 30|32\ 200 R| 19| 24134\ 20] 24| 22{ 34127\ 221 0| R | 34| 32| 20| R| 12| 24| 24|31\ F| 13
Ecoli3 2032|2833 0] R|18|20|2|20]23|19(25| 24| 20] 2| R|29| 2|17 18] 11| 20| 4|3 | F| 3
Ecold! 20130{26|28(29)22)19|18| 0130/ 20{22|18]26| R | 16| 23| R|22| 2| 17| 20| R|20| 2| 2| F| 4
Ecol5 201341 30| 30 (301 23) 24| 22| 24|34\ 24 23| 23(34| 20| 23] 0| R | 26| 24|19 19 22| 24| 2| 4\ F| 5T
E.colp 0130129 29(29 2| R|18| 23|34 22|20\23(32{29/20]30| R {2928 2| R|R{22|3|2B|F| 64
Ecoli7 2032|3083 0] R|R{%6|2% 15 R|22|36[2|19]2|R[30[24|19]20|R|{2|20|2B|F| 3%
E.col8 20|30 25| 29(31|10]19|18|22|28| 20| 21| 20{26| 24| 20] 24| 25{23| 24| 18| 20| 24| 0| 0| B3| F | %
E.colB9 2|32 29| 3(3\23|120120( 2|3\ 24|20 20{29]2\ 22| 4122|126/ 8|20 20120( 28| 6|4 F| &
Ecold0 203228 8(30 241222023422 26|24(32(2%6|20] 25| R|28| B2 R|R|2| BN F|A
Ecoldl 24)30{ 30| 30| 3L) 20] 24| 18| 24|32 | 24 24| 20136 | 24| 20( 29| 21{33| 27| 18| 18| 28| 24| 2|\ R| F | 7
Eoold? 24132 26| 30 (3| 21| 14| 24| 23128 | 14] 16{16{22| 29| 19| 0| R|20| R || 17| R|24| 2|R | F| €2
Ecold3 2129124 30( 30| 24| R\ 20| 2438\ 24| 26(24(36| 36| 22| 2| R|32| N0 (2| 2| R|24| BB F| T
Ecolid 24)30{ 28| 34|30 22| 23| 20| 2%6|33| 21 26{23(33| 28| 19| 26| R|30| 5| 20| 2|1 24| 20| 5|8 | F| &
Ecolls 2413130 32|30\ 2| R| 19| 24|34 20] 24| 20{31] 26| 20| 0| R|33| (0| 19| R|2| BB F| B
Ecold 20130{30|32(3L| 2| R| 20| 23|32 22| 24| 20{34| R |19/ 26]30{ 34| 0|0 R|R|2| B (B F| 2
Ecold7 21|31 24|34 (30| 4| R|19| 22|34\ 201 22| 22{ 341 30| 221 301 28| 34| 30| 20| 20] 32| 24| 8|30 | F | B
Ecolég 2)30{25|30(2 2| R|18| 2|3 20| 2| R{33| 24|20 3L|R|34| B0 R|2|2U| B2 F|SB
Ecoll9 2| 3(2113%(32| 23| R\ 20| 2|3 24| 24| 24|32 R |24 2|R|N|N2 R|R|%H|N|B|F| 6
E.colE0 24132\ 25| 30(3L1 20120 20{ 24130122 21| 19{30{ 26|19 26| 26{ 26| 8|17 201 30| 20| 4|2\ F| X
Ecolet 24129126 30|29\ 241191 20| 22| 34| 22| 24| 24{321 26| 221 301 26{ 33| 29| 20| 201 27| 28| %6 | 28| F | &
EcolE? 4132026 30(220120(120(28)322|2|2|30] 242|128 2|30 27| 2| 2|30[20|%|%|F| 4
E.cole3 22\33128| 29|32\ 21| R| 22| 24|34\ 24| 25(22|34{28| 20| 26| R [30{30| 20| R|R{24]28| 28] M| &M
Ecolet 19130{24128\ 21| 19| R{17|20{37| 20{20{20|30(R | 22| 23| R {29(24 18| R|R|2L|2L|22| F| 24
E.colfp 24128128 9|30/ 0] R 18| 2030 22)2{20(2|25|19] 27| R|26| 5[99 18] R|0| BN F| 2
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E.colh 2412129130 (3L| 2{ 201171 24{30122| 21| 22| 30{30|{ 20| 27|23 34| 26| 18{19] 2| 22{19]| 22| F | 2
Ecol7 22|31126130({30|18[ R 14| 19{30) 18| R|8]R{R{R|B|R[R|R|R[R|R|R[12|RIM| TS
E.col8 20311281290 2L{ R)R|R[31)22|2L|0[30|R|{20]24|R |28 2| 18| R|R|20({21| % F| 3
E.col9 23|3212631(30]19]21)16]22{30122| 20| 20| 28| 23| 17| 26| R [ 24| 5|16{ R| R |20{20| 2| F | 15
E.col0 20(31121130(30]19]21) 13| 18{30) 17| 6| R R{R{18] 25| R|R|R|16[R|16|20{22|R|F

E.colfl 19/32(28{30| 2|19 R|R[20]32|22|24|19|30) R|19|24) R | 29| 28|15/ R|R|19|24| 24| F

E.colf2 28(3(3133(38]25| R|23[26(30]25/26|25|37(26{20]{30| R |{30]30|18[17]16/20{23| | F| X
E.col3 26(36]2735(38] 18] 24| 18|23 34)22|26]16]26(26| 17| 28|25 24| R |15[19 30| 19]25| 15| F | 4
E cold 21136(26129(28|20{ R|19|20{34) 20| 21| 20[37| 23| 17| 24| R || B|17|{19| R | 20({2| 4| F|TI
E.col5 582412827 2{R)R|R{28)18]2L]19] R{I7{18] 26| R{R|R|I6[R|R|I9[14] R M|
E.col 25313013034 2| R 22123322024 2]33|28| 2|30 R[] 6|20[R|R|24[25|#|F| 4
Ecolf? 21131126130 (R 2| R|18] 2132120231221 32| 24| 221 26| 20{ 30| 28| 20{ R | 14| 24{26| 21| F | 28
E.col8 26(34|31]33 (34| 21(26)32| 24(34)22|25]19]36|30( 18] 28| R {31 24|18[20| 32| 21{26| 6| F | 18
E.col9 23130126 28(31]19(17)18]21{30120| 22| 201 28(22|18)24|24| 21| 25|18(20| 26| 21{23| 26| F | %
E.colif0 3432128130 (3L| 28| R|22|24(33)30{ 2|5 16| R[] BR[| R|A[R|R|N[32|R|F|
EcolL 233212813230 | 18| R 14203620 22|18 28| R [18]24|26|26|26|18{19] 28| 22{25| B3| F | 72
Ecolif2 24| 34130131 (R0 R|17]2{30)21| 2| 20[30({25{20]28| R 31|30/ 18{20| R 21|26 28| F | 4
E.col3 25(30(21129(30] 2122|119 24{31119]22]18]30{25| 201 30{22| 28| 27| 18[20| 26| 20{25| 22| F | 4
Ecol4 2134131130 [0[2|RJ20{23({32)28| 42|34 R|{21|28| R3] 29| 20{2|R|24[{28| 8| F| 3
E.col5 26(32(30130( R0 R|21|20(26)22| 24| 2|30({24{0|5|R[31)21|19[23| R | 2|21 21| F

E.cole 2|31 28|3L[BI2{RIR|V[Z|R|R|2|R{R{D|Z|R{R|R|N[R|R|B[21|RIM]| 5
Ecoli? 5329|3125 R|15[18{34]20{ 2| 0] R{R|{R|O|R|{R|R|B|R|R|1B|R|F|4
Ecol8 26(34]31]35(38]24(25)20( 26|36 27|26 25| 34|26 22| 27| R |31] 28| 22{20{ 30| 22{26| 28| F | 3L
E.col9 22|31 25130 (9| 2L{17)16]20(30) 21| 23| 19| R {2319 26| R{R|R|I7[17|18/20{24|R|F| %4
E.col0 20|34128|33| 4| 2L| R|16]22{31)23| 2| 0]31|26{ 20| 25| R[] 8|18|R|R|2(24 D|F| B
Ecol 2213|2834 B 19| R|19]2(33)24|2]19]35(25[19] 8| R3] Q| 17[18] R|20[23|%|F| 5
Ecol? 28(30132129(3]26(20120] 2028120 20| 20]30(20{ 24| 26|22 30| 24| 19{22| 21| 24{24| 26| F | &
E.col3 0(%H]30132(R]2{R|19]20({30)122| 8| R|R{R{D]0[R{R|RI9[R|R|B[RIM T
E colg4 26(35]28]33|32|21( 24| 21| 2434123 25| 22| 31|26 22| 28| 28| 30| 28|20({ 21|31 |22{25| 26| F | B4
E.colg5 21281 24128(28|20{19)17]20{25)120| 23|19 24| R 19 27| R[22 20| 17{16]| 23/ 20{22| 21 | F | &




E.colgh 26(36]30( 3534 22{21|20(25|36(26] 25 24|37/ 27|20{ 28| R |31[28) 20| 20{30| 2226 {24 M| T
E.colg? 24(33]31(33(33|26{20(18 (26|32 |18 20{24|31| 25 22| 30| R [29(24| 20]20( 28|24 | 28| 25| F | 20
E.cole8 0(32)26[30 (0| 2|R|19]2A]28[18]21{|2|R|R|20{22|R|R|R|19|R{R|A[B|R|F| Y
E.col9 26(3432(33(35| 22| 21|22 | 24|34 (20| 22| 24|34128|20(29/29{29|30| 20| 21|31 20{ 26| 28| M| 2
E.coli90 20343034 |3 2| R|R[20|34[23]23{22|32/26|20{27|R|28]21| 21| 20{R|22{2%6|2|F| 18
E.coli91 24(31128(30 (28| 20| R|R[1928(20{18(18(29)24]20|27| R{30(28| 19|18/ R|21 24| 26| F [ 40
E.oi92 30({34)30( 34|31 23| R|25( 2|34 (25| 24{24]30/29|22|28|26{30|28| 20| 23[24|24[ 0|24 F| 19
E.col3 23(2828( 28|31 21(20| 18|23 32|23 21{23|30|22|23|22|26{29|26|19]20{29| 22|23 24| F| 9
E.colig4 22(30128[30(30]22|18|18|23|32(22]20{22|24 /26| 22| 28| R|21| 19| 20| R[R|24[2%6|20| F| &
E.colgs [0 RN 2|R|1T|2|32(22]23{20{30|R|[20{28 R|{30]|0| 0| R{R|24[H|%|F|4
E.colg6 28(33|30( 34|34 2424|2024 |36 (24 24{23|34|28|22|28)29{34|26| 20| 24{30| 24| 21|28 F | 18
E.col97 30{32|28(30 (30| 22{20|21|24|32| 22| 22{22|30) 23| 22|28 23|29 | 24| 20| 22| 21| 25| B B[ F[ X
E.col8 26(32|28(30(28) 2320|2224 32| 22| 22{21 (28| 28| 22|25 27{3L |30 21|26(30{25] 26|27 F [ 0
E.col99 30(28)32( 36|32 22| 21|22 |26 | 34|24 22| 21|38 27| 22|28 30(31 |28 22| 24(32|25{ 28| 26| F | 31
E.colil00 25(29128(30(30]20{19|19|2428(19]24{22|31|26|20(28|24|32| 24| 18| 22{21| 23| | 21| F| 31
E.colit01 24(32126(30 (3020 21| 24|24 33( 22| 22{ 21|28\ 27| 22| 21| 21|30 | 24| 20| 26{26| 22 26| 24| F | 19
E.colit0? 24(30128[ 32|32 21|R|15[2A]30(26]20{24|30| R |22|32|R|{30[26| 2| R[R|27[28|2%|F| 4
E.coli03 23341303130 24| R|21|2130 (24| 22{23|32| R | 24|25\ 27{30| 25| 0| R[20|24[2% (21| F| A
E.coli104 23(33129( 33|34 26| R|14]20|32(22]21{25|33|26|23| 28| R|30|28| 24| R{R|29[ 28|26 F| D
E.colil05 24130130 32|31 23{20( 22|24 32|26 22{23]30|26(22(26|28]26|20| 20| 24{30| 24| 4| 0| F| M
E.colil06 26(32|26( 30|32 22| 24|24 |2 32|24 23{23|31)29]20{29|30{32|28| 20| 23[30| 23 24|2| F | 39
E.colit07 20({32|28[31{0| 24| R|R[18]30(21]20{22|32/9|23|29|R|{30|3|2|R{R|24[%6|N|F| 1
E.coli08 23(31)26{32(30)21(20(20|2|32(22|22{22|32|23|20(26|24]26| 21| 20| 22{30| 23| 2| B3| F| 18
E.coli109 2(30128[ 22| 2A|R|17{2]30(21]19{22]32/26|23| 24| R{29]26|19| 24| R|24[2|%6|F| D
E.colit10 2(30)24[30 [0 2|R|R[2A|32(21]22{20]30/26|20(24|24{28| 24|19 24{21| 22| 4| 24| F | 19
.ol 0({29|23[28[28|2|R|R|[20|B|15[R{20[R|R|13/28]|R{R|R|R|R|28|I6|R|R[M[T
E.colit12 28[34|31[ 3[R 24| R|20(2]32(26]2521]33/30(23|27|30{32|28| 20| 22{22|24[ 0|8 M| &
E.colit13 24(32)126( 34 30| 2| R (21| 24|3(22]22{22|32| R|26/25|30{35]30 20| 25({22|26{24|N|F| 1
E.coli 14 30({40]31(36(32)24{20(19|2 |34 (24| 19]20(30/28|20(25|27|32|28| 22| 24(32| 24| 3| 26| F | 31
E.colit15 22{31126{30 301 21{ R|19[21129(20] 241201281 R [20{24127{30126120{20{29| 22| 24| 26| M| M
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E.coliL16 23(28124130(28) 20| R|14/18]26(21]20{20|34 R |19/22| R|38|20|18| 24| R|22| 24|28 F | 2
E.colil17 22(28)27]28]3021120| 1822|3022 24|21132|26|20(23|30{30| 28 20| 23[30|24]24]26| M| M
E.coil18 24(29126(30| 27 23| 20|17 |21 32(20] 20| 24|34 26|26/22|27]28|28| 20| 20{30|25[30| 26| F | 4l
E.coli19 23[30124]29/28)18]19/20 (22|30 (21| 11|18]26|22|18|24|24|24|22| 16| 21| 24| 20{ 21| 3| F | 27
E.oil20 23[34130( 33|34 22| R | 20| 24|32 (22| 21| 24|32\ 27|22|25|26]29|28| 20| R 30| 24|28/ 21| F | 23
E.coli2t 2713013030 (31| 2| R[17]20]30[19]20{R|R|R|19/26| R|R|R|2|2|R|21|B|R|F| 2
E.oil22 20{30126]30( 28| 21| R R |20]30[19]24]20129/28|20( 24| R|30]16)19|24[15| 21| 26|17 F | 4
E.ol23 26(31)30(30(32)2422|22|25]30(20]26{23|36| 24| 22| 26| R|33]|30| 20| R[R|25[2%6 30| F| 28
E.colit24 28(30]28]30(29120{22|20|2430(22]20{20]30/30|19/25/28]30|2618]22({30|22{23| 22| F| 9
E.olil25 24| 3412713031 20(23|22 (2429|123 22{22130| 26| 20| 24128]26]25| 20| 22{30| 24|28 24| M| 3
E.coll26 22(31126]30(31]22{20(18|22]30(20]20{22|28/23|20(26/25|28| R |18]20{30|21|24|16] F | 23
E.coll27 21(29125(28(28)22|12|21|24|28|21]22( 24132 26|22\ 26| R (28|25 20| 23| R|16|21|25| F | %4
E.coil28 28(32]28(33|32) 24| 24|24 1263222 24125|33| 24| 24/30/26]30| 26| 22|26{30|27{26|25| F | 66
E.col29 25(34|28[ 32|32 2| R|20[2|32(24]24{24]35| 212525 | R34 |20 21| 24| R|24[26| 8| F| 2
E.coli30 24(33126(30 (30 24{22|20 | 24|34 (23] 25( 24|28 29| 22| 24|30{31|32| 20| 22{30|26{30|27| F | 4
E.colif3t 21(34126(3130) 22| R|16(20|30(19]26{24|32 | R |22|24| R{30|30| 20| R|R|24[2%6|2%|F| 6
E.coli3? 21| 341263232 22{20(18|25| 34 (20| 20{24| R |R|22|24|R|R|R|2A|R|[R|2%4[A|R|F| %
E.coli133 26(3012429(2822{22|20|20|30(22|23{20(32|24|20(28|26{30|24|19]20({28|22{ 22| 20| F | &
E.coli134 20{33]25[30 |30 21| R|14]19]28(20]18]20(28| R |20(26|24|28|24| 19| R[26|22{ 25|20 F | 15
E.coli35 2430126(30(30]22{22|20|21|30(19]22{22|32|24|20{20|23|30|27|19]22({26|20{ 23| 24| F | 2
Ecoli136 20{30124[29(28| 28| R |20 2|30 R|25{20(30/ 24|20 24| R|28]26| 20| R|R|22[25| 24| F | 6l
E.colild7 22(30124[29]30120{20{19]20|30(20]20{20|32|24|20(24|24|28|28| 20| 22{30|21|22| 22| F | M
Ecoli138 20{30126{30(28| 22| R|R|[20]28(20]21{20]40/28|20|24| R|31|31|18] 22| R|24[ 24|26 F | 6l
E.coli139 24(34128( 32|32 2422|182 |34 (22| 24| R |36/26]20(26/28]32|30| 19| R[22|24[26|28| F | 3
E.colil40 26(34)28 (34|31 24| R|24|24]33(22]23]23]30/26|22|21|26{30(26| 20| 22({29|24[23|28| F | X
E.colit4l 2(30124[30(28| 2|18/ R[B|N[R|R{20|R|R|2|24R|R|R|2D|R[R|24[%|R|F]|]18
E.colil42 21(30128[30 |29 21| R[17]20|30(20]24{21|28| R |20{25| R|26|28| 20| 23| R|23[24| 21| F | 4
E.colil43 23(38]30( 3634 26| R[18]22|36(24]20{20| R|R|R|30/R{R|R|R|28[R|R[2%6]|R|M]|T6
E.coli144 22(31126{30 (30| 24| R[18]20|29(20]22{22]30/28|20|{24| R|28]26|18| 21| R|22{ 24| 24| F | 2
E.colil45 22(32|126{32|32)20{R|R[15]30(24]22{20(28|25|18/26|28|27| R |16]22({22| 22| 24|16 M| 60
E.colil46 28(32|29| 34|34 2424|2028 32|24 2422130/ 28| 23|28 28{30| 20| 22| 24[26|25( 28|26 F | X0
E.colild7 26(34130{ 32|33 23| R|20|18]32(22]25{20(30 26|22 (241 24{29]26| 20| 24{30] 24 [ 24| 25| M| 0




E.coll48 28(32|129| 29291 22{22|19|24|32(18]20{20]29|28|20({29| R|{30|28| 18| R(R|24|24|28| F | 69
E.coll49 2439|132 28(36| 29| R |24|2433(26]25{24]30/30|{24|30| R|30][22|20|28{R|28[30|2|F| 3
E.coli50 2232|128 30|31 22(18(20|22|32(22|24{20(29|26(25(27|26{26| 24| 20({20{26| 22| 5|25 F| 4
E.coli5L 24(30125[30(30]23{22|20(23]30(21]22{20{30|24|20(24|26{30|30|18|22{30| 22| 24| 25| F | 67
E.colil52 26(29126{30(30]19]19(21|2]|29(20]21{20(32| 20| 27|28/ 28]30|2618]20{26|20{23|24| F | 39
E.colit53 26(32|30(30(32]24{20(22 |24 30(22| 22{22]30|26|20(25|28|30| 24| 20| 24{30| 22| 24| 28| F | 29
E.colit54 2(34)30[ 03| 2|R|20(20]29(26]26{21]28/29|22|22| R|31|0| 0| 13| R|2[A4|N|F| 8
E.colil55 26(28)26 28|31 22| R|18(23|26(19]20{20(30| R |24|27|21|26|22|18| R|20|20{2|20|F| 1
E.coli56 26(30]28|31[32]24{19(20|26|32| 24| 2524|130 28|20/ 28] 26{30(26|20|26(29|24|28| 25| F | 4
E.colil57 26(28)25(28(29120{20| 18|22 26(20]20{19]30/27|18/25/28]32|26|18|23(28|20{ 24| 22| F | 38
E.coli’58 2T( 341 30| 34|33 24{20(22 (25|31 |24] 21| 24|34 126|29(28|28]30|30| 20| 26{31| 24| 25| 24| F | 39
Ecoli59 26(34)30(32[34) 2420|2226 32|24 26{ 25|34 30| 30| 28| 26{34| 20| 20| 24(31| 24 26| 21| F | 19
Ecoli0 2433130 32|31 22| R|19|23|34(22|17]22|38)24|28(28)30({30(26| 20| 24| 24| 24| 52| M| TL
E.colil 26(34128| 32|31 22{19(23| 23|30 (23| 24{22|34|28|28|26|27|34|28| 19| R [29]23|26|28| F | 4
E.colil2 2233|2933 23| R|20[20|34|24[22{20(34)28]28|25| R[3L[28|0|24|R|25|2|%6|F[ 10
E.colil63 28(32|26] 30|32 24{20(22| 22| 30|24 24{23|36|28|27(25|28|34|28|19|26{26|23| 5|26 F | M
E.coli 164 20{30126{30 (30 21| R|19(22|28(21]19]20]30|27|28|24|24{30|24| 18| R[20]20{23|20| F | 68
E.coli165 2430127 29(30] 21{19|19 (23|32 (24| 2521|130/ 26| 24|24|26{30|3019|23[27|20{ 24| 26| F | &
E.coli66 24[30124| 29130 22| R |18|22|31(22|23]22|32| 24| 26(26|23|30| 24| 20| 23[26]| 23| 24| 28| F | T6
Ecoli67 2433|3032 (34| 24| R|16|24]36|24[23[25(34) R|30/26) R{3L[0[ 19| R|R|[25][N|B[F[
E.coli’68 2634129 32| 30]22{19(22| 27| 32|24 25{22|33| 26| 28|26/ 29| 34|31 | 20| 23{30] 24| 28|30| F | 31
Ecoli69 2032|2731 32| 2| R|18]20]30(21]20{20|31/26|25/26|28{28|2818| R (22|21 23| 28| F | %
E.colil70 28(34)28(31 (30| 26| R[22 (24|30 |24 22{22(32| 26|30/ 25|30{30(30| 20| 24|26 25| 26|26 | F [ 4
E.colil71 24(32|128| 32|30 24| R[19|24]31(22|22{24| R |26|20{29|30| R|R|18| R[22|23|%6|R|F| I
E.colil72 20(31)27( 3130 2419|2225 32 (22| 23{20(32| 24| 22|28 28|34|26|19]20({29| 23|25 | 28| F | 19
E.colil73 26(30127(32(31] 22|20 |24 | 24|31 |23 23]22(30| 27| 20| 28| R[30(26| 20| R|R|22| 26| 24| F | 24
E.coli74 24(32)28( 30|31 2419|2024 32| 21] 24|23 34| 30| 21|27 |30(32| 28| 22| 24| 23|21 28| 24| F | 16
E.colil75 24(29125(29(30]19]18(19(2330(20]22{20(26| 22| 19|24\ 28|25|24|17]19(28| 18| 22|25 F | 2
E.coli76 22341293334 22| R|16(20|34[22]22{20{30| R |20{25| R|32|30| 18| R[R|24| 21| 28| F | T6
E.colil77 26(30129( 30|32 24{20|22| 27| 34|22| 26| 24|26 26| 21|26\ 27| 26| R | 20| 25[30| 24 26|19 | M| &
E.coll78 26(32130(32(33122{18]20( 22|31 (24 24{25]30/ 30| 28/30/30{32] 29| 20| 24{30]26]2% |2 F| 17
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E.colil79 26(31)28| 32|32 21| 17|20 22| 29|23 21|22 |27 | 24|22|25|26]29|24|19|21{30| 22| 24| 25| F | %
E.col80 20{29128]30(30] 22| R|R[20]28(19]19]24]26|24|27|25|26]32|27|18]23|28)| 24| 24| 26| F | T
Ecolil8l 26(34129| 34|33 23]20(22| 24|33 |24 26]22|31 25|26/ 27| 24]30(28)19]22({29| 24| 26|26 F | 16
E.colil82 28(32|30( 3430 23]19(18|26|30(22|19]22|32| 24| 24|26/ 29]32|30| 20| R [22|25] 21| 28| F | 18
E.coll83 24130127]30/30]22{20(20|23|31(22] 2220|321 26|20(25|24]30|27|19]22{30| 22| 24| 26| M| M
E.coli 184 21(28130{29(28) 24| R|16/19]28(20]25|21|25/28|20(26|30{30| 27 |17]23[28)21 24 24| F | %
E.coll5 23[34128| 32|31 24| R|22|22|32(23]24|20128|24|22|26|28]28|25| 20| R (24|25 26| 24| F | 2%
E.coll86 26(32|30( 32|33 22| 17|21 | 22|30 |23 21| 25|28 | 24| 27|26\ 29|27 (25| 20| 24[30| 24| 26|25 F | 8
E.colilg7 243012630 (31| 20| R[14/19]30| 18] 19(16| R R 11|28 R{R|R|R|R|R|19| 24| R| M| 4
Ecoli188 25(30125(29/30]22|16(16|24|30(20]20{21]29|22|19|27|22{29| R |19]20({24|22| 22| 12| F | 6l
E.col189 24(33126]30 (34| 22| R[19/20|32(18]20{20(30/ 2|21 29| R|30|25 18| R[R|20{ 24|25 F | 3l
E. coil90 25(28)23]28|2722|18/20|21]28(20]21{19126/29|19/22| R|24| 20| 18| R[R|21|25| 24| F| 33
E. coli191 22(32126]30(30]21120(20 (213028 R|20(28/29|20(22\ 22|29 24| 19| R (2924|171 24| F | 28
E. coli92 1713330 33| R2[25{R|R|R[28| 252124 R|[29]22| 28| R|R|R[23[26)24{28]26| R |M| T
E. o193 28(37]31[30[36| 29| R[26|27]30(28]27{29|31 29| 27|30\ R|28]22| 24| 27| R|24[ 0|2 F| 39
E. cofit94 30[34]31(33]322419(22| 2430 (24| 2625|3127 22| 29| R|31|28| 2| R [28]27(30 (27| F | 28
E. cofit%5 21(34136{ 29|35 26| R|14|14]33(27|22{28| R |29|26(28| R|R|R|21|28(27|28[32|R|M| T6
E. cofi9% 28[34)30( 34|30 24| R[19|24|33|22|21(24|31|28]23)29|28(32| 29| 23| R|R|24|21| 8| F [ #
E.colilg7 27(34130( 33|31 26(19(20 (24|30 (28] 27{ 27|29 27|24|29/29]30|30| 20| 26{29|26{29|28| F | 51
Ecoli98 20{33|30{ 3430 22| R|16|18]31 (24| 23|20 29| 27| R|30| R|28|29| 16| 27| R|19{ 0|4 F|
E coli199 24(34128(28|32)19]18(18 (20|33 (23 21| 21|30 23| 17|24\ 27{29|23|17]20{26]| 27| 24|26 F | 19
E coli00 25(29124[29]30] 21| 15[18|21]30(20]21{20|31 | 24|19|22| 24|34 |23 17| 22| 28| 21| 23| 9| F | 23
E.coli20L 24(32|28(28(28)22(21|20|26|33(20]23{22|31 | R |22|28|27{32|28| 20| R (31| 23[24|30| F| X
E. coll02 21(29126{30(30]20{ R|20(19]29(21]21{20(28 /28| 19| 28| R|30|28|19| 22| R|22{25|28| M| 4l
E. coll03 2329126(30| 27| 20{19|17|21]26(20]21{18|28|21|19/22|20{31|26|16]24[26|19{20{25| M| 79
E. cofl204 20{31)26{30 29| 20| R[19|22| 24|19 23{21|27|26|18/25| R|26|24|18| R{R|21[20{2| F | 59
E. cofl205 22(2812328/26)21(18/20(21|23(18] 18|21 | R | 24| 20|25/ R{R|R|19| R{R|20{22|R|F | T6
E. coll06 2{29|25[28| 21| 2| R|R|19]25(23]20{21|27|25|20{26| R|23|28| 24| 22| R|23| 24|26 F | 23
E.coli207 24| 29127( 29|28 22| 19|27 |21 28(23|24{25(29|28|24|23|20{ 29|25 19|23 (21| 25(18 24| M| &3
E.coli208 25(30129( 28|29 23| 17|18(25|26(21]17{22|29| 26| 17|22\ 26{23|19 19| 27|{20|20{ 0|4 F| T
E.coli209 21(30128{29(33|20{ R[20{19]30(20]24{20(28 | R |19]22| R|30 24| 18| R|R|27{ 22| 21| F | &
E.ai210 21({32)124[30[31| 2| R|14]{20]28(18]20{20]26/23|19(28) R{30]25 18] 23| R|25[20({26| M| 6
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Ecol21 24130129(30{29|20{20{19(22{26|20{22|20|3L| R |20({29|27]|26|24| 19| R (21{22|2|25| F | 33
E. coli212 21132129(30(30|24(22{20(26|30|20| 28|24 (30| 24|22(26(24)30(29|22|17(27|{25|9|21| F| %
E.coll13 20130126(3L|30|20{ R|17(20|27]20{20(20(29| R |20({23| R|30(24|18| 23| R|{20|20| 28| F | 33
E. coli14 23130|24|29|28122(23{19(26|25|20(24|25|28| 28|21 (25(24)27(20{19|25(30({22| 20| 24| F | &M
E.coll215 23130126(3L| 32| 2L{ R|16(20(27|22|21|22|30| R |21{24{27129{26|20| R[30{25|24|26| F | 2
E.coll16 21133|26(3L| 28|22 R|17(24|34]22|24|24129|30(24(30{30|30(R|19|27(R{27|30|20( F| 60
E.collt? 2632|30|34(35|24({22{20(26|30|20|28|24|30|24|22(26(25]|32({30|20|23(29({27|29|30| F| 29
E.coll18 24130129(30{29|20{20{19(220{26|20{ 22|20 |3L| R |20({29|27]|26|24| 19| R (21{22|2|25| F | 33
E aerogenes!. 0{R|R[R|R|2L|R[R|R[2|R|R|20({30|23|20|23|24|34|25(19|17|27|20|18|20| F | 67
E aerogenes? 22130123 | 24| 0| 17| R{21(20|30| 21| 22|20 (24| 24| 17(24|22]|22|24|16|16(24({2L| 15| 21| F| 17
E aerogenes?3 R(20{10|12(16{22|R|R|R|2|R|R|2L|24|22|20{24|R|25|5|16|R|R|19|15|2|F| A
E aerogenest 19115\ 1814 18| 22| R{R|R[2|R|R|2L|26|R|20|34|R|24|24(19]16|20|22|R|R|F | 16
E aerogeness 2413412830 |3L|24{ R|17(18]28|20| R|23|27|24|24(24| R|30(28|23|17(22({24| 20|21 F| 3L
E aerogenest 28)32|28|31|33|201(14|23(23|32|21|24|24|30| R |20{28| R|26{26|20| R(R|23|20|22| F| 26
E aerogenesT 23132126 30| 3L|24{ R|26(30|33|23|24|24|23|16|24{28| R|18|R|20|20(R|24| 5| 26| F| 23
E aerogenes8 26130126(30(30|22{ R|23(22|28|20(22|22|28|24|20{26| R|26(22|18|17(24({2L|18|2L{ F| 29
E agrogenesd R132|30|29|28| 24| R|R|R 34| R|R|23(30|21|21|23|R|28|27| 16| R|R|22|R|R|M| 50
E aerogenes1) 23130124 29| 28| 20{ R{21(20]26]20{21|20(25|25(20( 24|19 23 22| 17|18(22({19|17|2L{ F| 15
E aerogenes1L 2213012529 28|22 R{22(24]30|21|22|22|30|26(19({25(20|26(21|18|19(27{20| 18|22 F| &
E aerogenes12 26130128|30( 32| 22| R|23(24|32|2421|22|28|28\20(22(22]|26(24|19|22(20{21| 19| 22| F| &
E aerogenest3 2213012628 28| 20{ R|22(22|27|22|21|20|26|24|20(19|22|26(26|17|20(25{20| 20| 20| F | 18
E aerogenes14 211301241 29| 29| 16{ R|{15(18|28| 18| 5| R|R|R|R[24|R|R|R|16|20(R|20|16|R M| &
E aerogenest R[30({30/30(32[{2|R|R|R|32|R|R[22|30(19(28|26|26({20{ R|20| R|30]{22(18]18| M| 70
E. aerogenesl6 2012612530 28|20{18{18(21|28]20{20(19|28|20(20(21|21]|28(21|18]19(26{20|20|20(F | 29
E. aerogenesL7 R[28126|/29(26| R|20|R|R|2|R|R[19|23|20|16|16|24(24|24|16|18|28|20(R[20{ M| T6
E. aerogenes1s 2013012629{29|22{20{ R {R |30|20| R|20|26|29|23(22|23|26(24|19| R(28(22|18|22| F| 15
E agglomerans1 26133|30( 31| 32| 23[ R|25(23|35|2423|23|34|5|21{29| R|28(15(19|18(22({18|2|5|F| 17
E cloacael. RIR|R|IR[R[19|R|R|R|R|RIR|RIR[R|R|28/R[R|R|R[19|R|R|[R|R|M| 14
E cloacag? I 8|16[9|R|I7|R[RIR[12[R|R|R[32{28]20(23|R|{36|26|R|20|R[R|2|8|F]| 2
E cloacae3 26134128|30(32|20({15{22(22|27|22|24|20|30|28|20(22|25]|26(28|19|22(27{22| 20| 25| F | 18
E cloacaed 28130126(31|30|20({15(24|24|28|24|23(22(28]26|20(24|24130|27|18]24|28(20| 22| 24| F | 24
E cloacag5 2613112630 30| 22| R|22(22|32|24{20|22|27| 26| 24|24|22)29|21|18|22|28(23| 0| 23| F| 2
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Ecloacaet 2634283032 20|15|22|22| 21| 22| 24|20]30| 28] 20| 22| 25| 26| 28|19 | 22{27({22| 05| F | 18
E.gergoviael 18(32{30(31[30[24] 14| R |R|27|12|18(22|32| 2024|201 25|29 |25|16| R|26(21| 16| 26| F | 20
E sakazakil 2213022271281 20|18|19]20(26]20]22|19]29|24|18]20|24)129|26|17|21(28([20{ 2| 26| F | 23
P. mirabiis 1 26132{30| 241271 28| R|R|R 26| R|R|16]20| R|24]25|21|30 R [25[18[ R[25[R[19| M| 28
Pmirablis2 26138(30| 34| 24| 24| R|22|20(32(30{22[R[40{R[22[18) R|39|30|2L|R|R[24|20|28| F| 4
Pumirahis3 3| R{2412628)25|17]26]22|26(30{25[ R[28 R [18]20)20|26| R 18|16/ R[24|20{ 28| F | %5
P. mirahlis4 28130{30] 30311924121 24126|24/22{20{30{22{19]20)16]30/19/19/16/30({20| 28| 24| M| 34
P. mirabilss 20{40{32) 34132120130/ 19|20|36|24]22|22]38] 24| 20| 23| R|36(25|20(24[22[24| 24| 8| F | 31
P. mirabise 24132132) 301291201 27| 20| 22|30 | 24| 21|21]32| 22| 18] 20| 24126 | 24| 17| R{30({ 22| B3| 27| F | 49
Pamirabiis? 28(38(32) 3213620132/ 201920 24| 21|24]30] 24| 20{ 22| 24|39 (24| 0| R (3222|624 F| %
Pmirahis8 28138|30) 32321830/ 28]22|30|30]24]20]30] 24|19 23| R|35[18/16| R[31[20{ 18] 21| F ] 18
Pmirahlis? 28130343 0] 20|R|22|17|36[30[24|R|24|R|R|22|R|28| 0| U R[R[R[H[2|M] ]
Pamirabiis10 38(38(30) 3536|2127 24|21 22| 26| 21| 2126 20| 22| R 20|26 (21| 0| R{27{20{ 2| 24| M] 12
Pmirabils1 291401323236 20| 17|22 2029|2420 22|30| R | 20| 18| R|32| 2| 0| R[R[20{ 5|24 F | 38
Pmirabils12 26(34130] 3413212013026 24]32]30]22|20]30| 28| 24]19/22|31|28(19/14[20{22| 6| 8| F | 1/
Pmirabiis13 22\32(31 36411 22| R|20(18|34]26]20{20{30| R|20{ 18| R|30(28|19| R[R[22[18[26{ M| TM
Pmirabiis14 21134{28| 30| 30| 24| R|R|R |28 R|22|22|30]17|21| R|20|32|28|20|26{28[24| 12| 27| F| 33
Pamirabiis15 28|34129]33] 34120130 24122|30|26]22|22|31]23]|20]22|30)36(26 (18| R[30({22{20{ 26| F | 18
PmirabilisL6 24136(30) 33| 34| 24| R|21]20(28]26]24]22]36| R 19|20/ R 30|26 |20 13[ R[27]18[25[ M| M
P mirahiist? 29(38|31 3413912012026 23|30|29]23|24|31|26]22|22|25|31|23|21|15(31[23[24[28[M] 59
P mirahis18 23129(2628) 2721|1926 20| 27|22]25]26]29]| 28| 20{ 22| R|30(26 (0| R{R[25[R[24[ F ] 66
P. mirahiist9 28|3113231|30] 21| 20| R|R |30 R|16]22]32] 26| 24| 32| R|30(28|22|11[28[24|14| 28| F | 76
Ppenneril 22131126|30] 30| 21| R|R|[2030]19]25]22]28| R |21]28|28|30( 28|18 R[28(23| 23| 26| M| 1
Ppenner? 30{36(32] 3530|2428 24]21|36(28(22(22(28(31(23[20)29] 34|27 |22|18|34|23 24| 24| M| 74
P. penneri3 221301291301 271 21| R|26|23|25(23|20{24[27{26{20{ 26| R| 27| 29|21 | R|R |20 26| 25| F | 74
P. penneri4 23140130 341341 25| R R|R |30 R|20{23]30]21|24[ 23| R|29|28|20|26({22(24|21| 28| F| 5
P. vulgaris! 13[34[29]29]35{20)19)18|22|29|18/22|18]30|25|18]22]21]30 20| 17|20/ 26|20 22| 26| M| 3
P.vulgaris2 30{33{29| 293421 | R|23|22|30|27]24|22|20{ R | 22| 34| R|R|R [0 R[18[24[4[R[F | T
P.vulgaris3 3041130301401 26| 22| R|R|21]19]28|24]23| 24| 21| 34| R 21|21 | 0| R[27[24| 32| 24| F | 59
K pneumoniagl RIR[R|R|RIIB|R]IR[RIRIR[R|R|R|R[I9|R[R[R]R|R|R|R|R|R[M] T2
K pneumoniae? 2(16{12) 20| 18] 18| R|R|R|R|R|21|R[32|28]19] 26| R|30| 24| R|22[R|R[H[B]|F]| 2
k. pneumoniae3 241331281311 30| 24| R|22]26|29(23|24[24[28]28(22( 22| 24130/ 24| 20| 22| 28| 22| 0| 5| F | 4




K preumoniaed 26{33(27130|30| 20| R{26]23{26(30|24|24|22|29|28|18|24(24|30| 26|19 24|21 | 18| 26| F | &
K preumoniae 20{28(26(29|30| 22| R{22|22{25(19/20|18|20| 24| 17| 24| R (22| 22| 16| 20| R|19| 18| 22| F | 7

K. ozaenael 20(28(24128| 28| 21| R{19]21(28(20|19]17/28|26|18]21|22(24|20|18]20{25{20{ 16| 20| F | 3
K. oxytocal [35(29(35| 4B R{LT|2({20(22|25|122|30| 26|24 29| R[29(26| 2| R|19{25| 25| 24| M| 5
Kotytoca? 2[28[2529| 28| 22| R{20122{26(20122120/28]3%|19]32]20(25|23| 25| 20| 25{2L| 19| B3| M| 40
k rhinoscleromatisl | 21 28{26( 28| 27| 19|18]19(22|27]20]19{20]22|20| 19| 21| 18{20| R | 17| R|28]2L| R[R|F[
C amalonaticus. 22(29(3234 30| 24) R{19| R {31[20/28|21|30] 30| 21| 24|30(31|29| 22| 24| 32| 24| 22| 25| M| M
C. amalonaticus? 15(38130/ 30| 29[ 22{ R{R[16]30| 24| 22{20]28|27|18|29| R|29| B[ 19| R{R[22|19| %] F| 7L
Cdversust L[3L(26[29|0] 20| R{13]17{26[18 1719/ R|R{1T|24|R|R|R|IT|R|R|{20[2A|R|F| 5
Cdiversus? R132|129|32|{30|26{R|R|R 34| R|R|26{36|27|24|24|30|3L|3L|24|13[32(27|28| 26| F| 12
Creundil RIUIR|R|RI2Z[R|R|R|B[R|R[RIO[R|IT|2|R|40{26|0|[R|R|BH|2[D|M| 1L

Creundi2 B{R{RIR|R|16|24|R|R|16|R|R|21|18|2{2518|18(17|R|20|R|20{22{20|R|F | 14
Cfreundi3 16{32|30|3L] 33| 23| R{20{16|29|18]19]22|34| R |20(25(26]| 34| 24| 19| R|30{22|22|24| M| 1OM
C. koseil 1B3[29]25| 28| 6[2L{R{R|{R|[26|2L[2L|R|R|R[1B|B|R|R|R[IT|R[R[2L{N|R|M| T
Mmorganiil 30{32(32(30|37 20124120120 26(26|26|21|30| 28|22|26{22(30|22| 19| R|24{20{ 22| 25| F | 18
Mmorgani 26{30(30(32|35]20122{22| 2128|268/ 1822|130 26| 18]19]28(36|29|20| R|33|23| 24|30 |F | X
Mmorgani 0[32[32[0|BH| 2 R{20|R[H[R|25|20/29| 26|23 27| R[28|23| 20| 18]|23|2L| 20| 4| M| 1

Mmorganiid RI34127130{29|25(R|R|R[30|R|18{28{30|27|22| R|R|30|26|23| R|26(24|18|2L| F| 29
Mmorgani 30[36(36(35|38)23130( 27| 24|36|30|27| 22|24 32(22|24|24|38|22|21]16]30{20{ 30| 3| F | X4
P alcalfasciensL. 5[34[26/30|30]24) R{22123{30[21122)26|34| 26(20] 23| 19| 34| 24| 2| 21| 26{26| 24| 8| F | 2
P alcalfasciens? 24(29(26(28|28)21)16]18]22{30(25/20120|32| 25| 18|24|22(30|25| 17| 22| 22| 17| 21| 26| F | 6l
P ettgeril B R[21[25|31|22|124{24]18(25(28|21120|24| 2{23]20]23|30|18| 16| R|32|22| 2| 17| F| 28
P rttger? 28[33(29(31|33) 20241 24) 201 30| 26| 24| 24|30] 21| 20| 19|21{30{30| 19| 14) 30| 24| 17| 25| F | T4
P rttger3 5[30(21130|29)20)1R{20|120{26(24| 24| R |34| R | 23| 16| R[30(25| 18| R|R|20{ 20|25 M| 6

P. retgerd SL{3A[39[37 |3 9| R{R|R[32(26/21)25/30| 29|24 |3L|24|31|26| 25| 21| 27|28 | 24| 9| M| 62
S marcescensl RIR|16|R|RI[27T{R|R|R|R{R|R[26]33|R|23| 24| R|32|16|19[13|R|24|R|HU|F]| 2
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9 ANEXO

ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Concordo em participar do estudo “Deteccado de beta-lactamases de espectro estendido
em membros da familia Enterobacteriaceae”, como voluntario(a) e declaro ter sido
esclarecido(a) sobre os seguintes pontos:

? Este trabalho tem por objetivo estudar as bactérias isoladas de infeccdo de urina.

? Os testes serao realizados em laboratorio de andlises clinicas.

? Estou sabendo que a minha participacdo na pesquisa é doar minha urina e dela retirar as
bactérias que estejam presentes. Caso ndo seja diagnosticada infeccdo de urina pelo
laboratorio, a minha urina sera descartada e nao sera utilizada nesta pesquisa.

? Fui esclarecido(a) que a realizacdo da pesquisa ndo implica em riscos para mim,
participante, uma vez que nao havera desconforto adicional.

? Estarei contribuindo para o conhecimento da existéncia de bactérias de dificil controle.

? Estou ciente que serei esclarecido durante todo o decorrer da pesquisa sobre quaisquer
davidas relacionadas as bactérias da infeccao de urina.

? Estou ciente que possuo plena liberdade para desistir da referida pesquisa, retirando o
meu consentimento a qualquer momento, sem sofrer nenhuma penalizagéo por isto.

? Nao terei nenhuma despesa ao participar deste estudo, nem precisarei retornar ao
laboratdrio por motivo desta pesquisa.

? Os procedimentos aos quais serei submetido ndo seréo invasivos, nem provocardao danos
fisicos ou financeiros e por isso ndo havera a necessidade de ser indenizado por parte da
equipe responsavel por este trabalho ou da Instituicdo (FCF/UNESP).

? Estou ciente que os dados e resultados obtidos na pesquisa serdo utilizados para fins
didaticos e de divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou estrangeiras; porém sera
garantido o sigilo de minha identidade, assegurando a minha privacidade.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos, dato e assino esse termo
de consentimento, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo.

Araraquara, de de 200 .

Assinatura do Paciente ou Responsavel



9%

Observacoes:

Este protocolo de pesquisa foi analisado e recebeu parecer favoravel a sua execucdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de
Araraquara da UNESP.

Para solicitagdo de esclarecimentos entrar em contato com a pesquisadora responséavel:
Lilian de Oliveira Rodrigues- telefone: 3301-6107 ou 3333-5635.

Para notificacdo de qualquer situacdo de anormalidade que ndo puder ser resolvida pelo
pesquisador, o sujeito da pesquisa devera entrar em contato com a secretaria do Comité ,
pelo telefone: (0XX 16) 3301-6897.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(menor de 18 anos)

T | ,
RGe e TS r= T [ o3 Y/ | Jidade...........ooovv ,
YT [0 [T A1 (=T R LN ,
(0= 11 (o HTTTT , CIdAdE v, , telefone......oovveeeeevveceeeenn,

Concordo em participar do estudo “Deteccado de beta-lactamases de espectro estendido
em membros da familia Enterobacteriaceae”, como voluntario(a) e declaro ter sido
esclarecido(a) sobre os seguintes pontos:

? Este trabalho tem por objetivo estudar as bactérias isoladas de infeccdo de urina.

? Os testes serao realizados em laboratorio de andlises clinicas.

? Estou sabendo que a minha participacdo na pesquisa é doar minha urina e dela retirar as
bactérias que estejam presentes. Caso ndo seja diagnosticada infeccdo de urina pelo
laboratorio, a minha urina sera descartada e nao sera utilizada nesta pesquisa.

? Fui esclarecido(a) que a realizacdo da pesquisa ndo implica em riscos para mim,
participante, uma vez que nao havera desconforto adicional.

? Estarei contribuindo para o conhecimento da existéncia de bactérias de dificil controle.

? Estou ciente que serei esclarecido durante todo o decorrer da pesquisa sobre quaisquer
davidas relacionadas as bactérias da infeccao de urina.

? Estou ciente que possuo plena liberdade para desistir da referida pesquisa, retirando o
meu consentimento a qualquer momento, sem sofrer nenhuma penalizagéo por isto.

? Nao terei nenhuma despesa ao participar deste estudo, nem precisarei retornar ao
laboratorio por motivo desta pesquisa.

? Os procedimentos aos quais serei submetido ndo seréo invasivos, nem provocardao danos
fisicos ou financeiros e por isso ndo havera a necessidade de ser indenizado por parte da
equipe responsavel por este trabalho ou da Instituicdo (FCF/UNESP).

? Estou ciente que os dados e resultados obtidos na pesquisa serdo utilizados para fins
didaticos e de divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou estrangeiras; porém sera
garantido o sigilo de minha identidade, assegurando a minha privacidade.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos, dato e assino
esse termo de consentimento, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo,

autorizando MEU FIINO(A). . .uuuuureiiiiiiii e e :

impubere, nascido aos ....... [...... [....... , a participar deste estudo na qualidade de
voluntario.
Araraquara, de de 200 .

Assinatura do Responsavel
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Observacoes:

Este protocolo de pesquisa foi analisado e recebeu parecer favoravel a sua execucdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de
Araraquara da UNESP.

Para solicitacdo de esclarecimentos entrar em contato com a pesquisadora responsavel:
Lilian de Oliveira Rodrigues- telefone: 3301-6107 ou 3333-5635.

Para notificacdo de qualquer situacdo de anormalidade que ndo puder ser resolvida pelo
pesquisador, o sujeito da pesquisa devera entrar em contato com a secretaria do Comité ,
pelo telefone: (0XX 16) 3301-6897.
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ANEXO B

Protocolo de coleta de urina

1- Coletar a primeira urina da manha (jato intermediario € no minimo 40 mL) em
frascos de boca larga estéreis.

2- Realizar a antissepsia local dos 6rgaos do aparelho genito-urinario com agua e
sabdo seguido com antiséptico.

3- Semear a urina imediatamente apdés a coleta.

Observacdo: nao administrar pelo menos 24-96 horas, antissépticos,
quimioterapicos e antibibticos antes da coleta de urina destinada a cultura. Caso nédo

seja possivel, avisar o laboratério.



ANEXO C-

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

100



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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