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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Agente Etiológico 

A família Enterobacteriaceae é constituída por um grupo grande e 

heterogêneo de bactérias Gram negativas que são comumente isoladas de 

amostras biológicas e encontram-se amplamente distribuídas na natureza, 

podendo ser isoladas da água, solo, plantas e do trato gastrointestinal de seres 

humanos e animais (Konemam et al. 2001, Abbott 2007). 

Ewing, em 1986, propôs um critério de classificação da família 

Enterobacteriaceae, que, atualmente, ainda promove um melhor entendimento 

da taxonomia dessa família, fragmentando-a em sete tribos diferentes: tribo I - 

Escherichieae, tribo II - Edwardsielleaea, tribo III - Salmonelleae, tribo IV - 

Citrobactereacae, tribo V - Klebsielleae, tribo VI – Proteeae e tribo VII - 

Yersinieae. A tribo Klebsielleae é constituída por um grupo heterogêneo de 

bactérias, dividido em cinco gêneros: Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Pantoea 

e Serratia (Konemam et al. 2001). A aplicação de técnicas de biologia 

molecular para o estudo da taxonomia dos microrganismos tem propiciado o 

descobrimento de novas espécies e a reclassificação das já existentes, 

alterando a taxonomia desta família (Bergeys 2004;Farmer et al.2007). 

As espécies do gênero Klebsiella, nome dado em homenagem ao 

microbiologista alemão Edwin Klebs, foram inicialmente classificadas em três 

espécies, de acordo com as características bioquímicas e importância clínica 

das doenças por elas causadas: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella ozaenae e 

Klebsiella rhinoscleromatis. Posteriormente, com a introdução de métodos de 

hibridização do ácido desoxirribonucléico (DNA), ficou demonstrado que essas 
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espécies bacterianas possuiam sequências de DNA homólogas, permitindo 

agrupá-las em uma única espécie de Klebsiella pneumoniae e subclassificá-las 

em três subespécies: Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Klebsiella 

pneumoniae subsp. ozaenae e Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. 

Bergeys 2004).  

Outras espécies do gênero Klebsiella, tais como: K. planticola, K. 

terrigena, K. ornithinolytica, K. singaporensis e K. variicola foram 

posteriormente descritas (Martinez et al. 2004;Rosenblueth et al. 2004). Estas 

espécies possuem pouca importância clínica e são, geralmente, isoladas de 

amostras do meio ambiente, como: solo, água e vegetais (Podschun et al. 

1998;Podschun and Ullmann 1998). Entretanto, as demais bactérias do gênero 

Klebsiella também podem ser encontradas nos alimentos e nas fezes humanas 

e de outros animais. Nos seres humanos, podem colonizar a pele, nasofaringe 

e o trato gastrointestinal (Abbott 2007).  

Entre as espécies de Klebsiella descritas como sendo capazes de 

causar doença em humanos, K. pneumoniae e K. oxytoca são as espécies 

mais frequentemente isoladas e são, portanto, consideradas patógenos 

oportunistas que podem causar bacteremia, pneumonia, infecção do trato 

urinário e de tecidos moles (Friedland et al. 2003;Lockhart et al. 2007). São 

agentes etiológicos isolados com frequência em casos de infecção hospitalar 

em unidades de urologia, pneumologia, neonatologia, geriatria e unidade de 

terapia intensiva (UTI) (Gupta 2002;Lockhart et al. 2007;Sewell et al. 1988). As 

demais espécies patogênicas raramente são isoladas de espécimes clínicos 

(Podschun and Ullmann 1998). A maioria das espécies de Klebsiella pode ser 
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identificada e diferenciada por testes laboratoriais convencionais baseados, 

principalmente, no perfil bioquímico das amostras.  

Atualmente, o gênero Klebsiella está composto por oito espécies e três 

subespécies, citadas na Tabela 1, de acordo com a 9˚ edição do Manual of 

Clinical Microbiology (Abbott 2007). 
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Tabela 1. Nomenclatura, sítio de isolamento e significância clínica das 

espécies de Klebsiella. 

Designação Atual  Dados Clínicos Fonte 
Ambiental Frequência  Sítio de Infecção Significância  

Klebsiella pneumoniae subsp. 
pneumoniae ++++ 

Todos os sítios, 
Trato urinário, 
Trato respiratório 
 

1 
Ubiquitária, 
Alimentos e 

Água 

Klebsiella pneumoniae subsp. 
ozaenae ++ 

Trato urinário, 
Trato respiratório e 

Sangue 
2 Desconhecido

Klebsiella pneumoniae subsp. 
rhinoscleromatis ++ Trato respiratório 1 Desconhecido

Klebsiella oxytoca ++++ Todos os sítios 2 
Ubiquitária, 
Alimentos e 

Água 

Klebsiella granulomatis ++ Trato genital 1 Desconhecido

Klebsiella variicola ++ Sangue 1 Plantas 

Klebsiella singaporensis -   Solo 

Klebsiella ornithinolytica 
(Raoultella) + Ferida, Trato 

urinário e Sangue 2 Alimentos 

Klebsiella planticola 
(Raoultella) Desconhecido Similar a K. 

pneumoniae 3 Plantas e 
Água 

Klebsiella terrigena 
(Raoultella) Desconhecido Similar a K. 

pneumoniae 3 Solo e Água 

Abreviações e símbolos: ++++, frequente; ++, raro; -, nunca foi isolado em humanos; 1, espécie 
mais patogênica ao homem; 2, raros casos de doença comprovada; 3, isolado de humanos, 
significância desconhecida. (Adaptado do livro Manual of Clinical Microbiology, 9º ed - Abbott, 
2007). 

 

Klebsiella spp. são bactérias capsuladas, compostas por um complexo 

ácido polissacáride, um importante fator de patogenicidade que protege a 

bactéria da fagocitose pelos granulócitos e contra a ação de fatores 

bactericidas do soro (Simoons-Smit et al. 1985;Simoons-Smit et al. 1986). 

Possuem de 0,3 a 1 μm de diâmetro e 0,6 a 6 μm de comprimento, não 

esporuladas, imóveis, anaeróbias facultativas, fermentadoras de glicose, não 

produtoras de ácido sulfídrico (H2S), capazes de crescer em meios contendo 
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cianato de potássio e de utilizarem o citrato como fonte de carbono. Podem ou 

não formar gás a partir da fermentação de glicose e hidrolisam a uréia 

(Konemam et al. 2001;Abbott 2007).  

As amostras de K. pneumoniae apresentam-se sobre a superfície do 

ágar como colônias grandes, com diâmetro de 3 a 4 mm, brilhantes, de aspecto 

mucóide, que adquirem coloração rósea quando semeadas em ágar 

MacConkey, indicando a fermentação de lactose e produção de ácidos. Pela 

coloração de Gram são visualizadas como grandes bacilos Gram negativos, 

isolados aos pares ou em cadeias curtas (Konemam et al. 2001).  

 

1.2. Epidemiologia das Infeções por Klebsiella spp. 

As Enterobactérias apresentam-se amplamente distribuídas na natureza, 

sendo um dos principais agentes Gram negativos causadores de infecção 

hospitalar, especialmente infecção de corrente sanguínea  (Diekema et al. 

2002;Wisplinghoff et al. 2004). As espécies de Klebsiella têm emergido como 

patógenos oportunistas, capazes de desenvolver também quadros de infecções 

adquiridas na comunidade (Ko et al. 2002). Entretanto, a maioria das infecções 

causadas por estes microrganismos continua sendo de origem hospitalar, 

cenário em que emergem rapidamente como uma das principais bactérias 

Gram negativas causadoras de infecção do trato urinário, pneumonia, 

infecções intra-abdominais e de corrente sanguínea, em pacientes 

imunocomprometidos e/ou com sérias doenças de base (Podschun and 

Ullmann 1998).  

Uma análise da frequência dos principais patógenos de acordo com o 

programa SENTRY em hospitais brasileiros, no período de 2003 a 2008 
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demonstrou que K. pneumoniae foi o quarto patógeno mais comumente isolado 

de infecções da corrente sanguínea (12,5% de todos os isolados), pneumonia 

(13,5%) e infecções do trato respiratório (13,5%), e o quinto patógeno mais 

comumente isolado de infecções de pele e tecido moles (8,4%) (Andrade et al. 

2008).  

O isolamento de K. pneumoniae produtoras de β-Lactamase de espectro 

ampliado (ESβL) tem tornado-se frequente em pacientes com infecção de 

corrente sanguínea (Tumbarello et al. 2006). Os microrganismos que produzem 

essas enzimas hidrolizam todas as cefalosporinas (exceto cefamicinas), 

penicilinas e monobactâmicos, reduzindo drasticamente o arsenal terapêutico 

disponível para o tratamento de infecções causadas por esses patógenos, que, 

em geral, apresentam sensibilidade apenas aos carbapenens e limitada 

sensibilidade às fluoroquinolonas e aminoglicosídeos (Perez et al. 2007).  

A prevalência de cepas produtoras de ESβL varia muito de região para 

região, sendo muito mais alta na América do Sul quando comparada a outras 

regiões do mundo (Villegas et al. 2008). Nos Estados Unidos, a prevalência de 

amostras de K. pneumoniae produtoras de ESβL, de forma geral, não 

ultrapassa 5% (Bush 2008). Na Europa, de acordo com particularidades de 

cada país, varia entre 9% e 13% (Canton et al. 2008) e na Ásia, a prevalência é 

de 17,2%, de acordo com dados do Programa de vigilância SENTRY (Bell et al. 

2007). No Brasil, as taxas das infecções causadas por este microrganismo são 

muito maiores do que as taxas encontradas em outras partes do mundo. Marra 

e colaboradores constataram que 51% das amostras de K. pneumoniae 

isoladas em infecções da corrente sanguínea entre 1996 e 2001, em um 

hospital brasileiro, eram produtoras de ESβL (Marra et al. 2006). Em 2008, 
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Andrade e colaboradores ao avaliar amostras de Klebsiella spp. de quatro 

cidades (Brasília, São Paulo, Porto Alegre e Florianópolis) localizadas em 

diferentes estados brasileiros constataram que aproximadamente 50% das 

amostras de K. pneumoniae eram também produtoras de ESβL (Andrade et al. 

2008).  

Infecções por enterobactérias resistentes a carbapenens e/ou produtoras 

de carbapenemase estão emergindo como um importante desafio no contexto 

de cuidados à saúde (Schwaber et al. 2008). Atualmente, K. pneumoniae é a 

espécie mais comum entre as enterobactérias resistentes a carbapenens 

descritas no mundo e disseminadas na Costa Leste dos Estados Unidos 

(Queenan and Bush 2007). Normalmente, essas cepas apresentam resistência 

concomitante a quase todos os agentes antimicrobianos testados e estão 

associadas a altas taxas de mortalidade, particularmente entre pacientes muito 

debilitados, expostos a procedimentos invasivos e com tempo de 

hospitalização prolongado (CDC 2009). Desde que foi relatado o primeiro caso 

em 1999, na Carolina do Norte, cepas de K. pneumoniae resistentes a 

carbapenem e produtoras da enzima KPC (“Klebsiella pneumoniae 

carbapenemases”) foram identificadas em diversas partes do Mundo (Queenan 

and Bush 2007). 

Nos Estados Unidos, estão localizadas as principais regiões endêmicas 

desse perfil de resistência e 24 Estados americanos já relataram episódios de 

infecção por K. pneumoniae produtora de KPC, que é constantemente 

detectado em alguns hospitais de Nova Iorque e Nova Jersey (Srinivasan and 

Patel 2008). Em uma análise de dados realizada pelo CDC, 8% dos casos de 

infecção relacionada à assistência a saúde, em 2007, foram representados por 
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episódios infecciosos causados por K. pneumoniae resistentes a carbapenens, 

comparado a menos de 1% dos casos relatados em 2000 (CDC 2009). 

 

1.3. Infecções da Corrente Sanguínea Causada por Klebsiella spp. 

As Infecções de corrente sanguínea (ICS) caracterizam-se como uma 

importante causa de morbidade e mortalidade mundial, representando 5 a 15% 

de todos os casos de infecções adquiridas no ambiente hospitalar (Diekema 

and Pfaller 2007), estando, consequentemente, representada entre as dez mais 

frequentes causas de morte nos Estados Unidos (CDC 2009;Freidland et al. 

2003). Apesar da falta de conhecimento da verdadeira incidência de ICS 

hospitalar, estima-se que ocorram aproximadamente 250.000 novos casos 

anualmente nos Estados Unidos (Wisplinghoff et al. 2004).  

Atualmente, tanto na Europa quanto nos Estados Unidos, o número de 

ICS causadas por bactérias Gram positivas têm se tornado cada vez mais 

frequentes, correspondendo a 52,9% e 65%, respectivamente (Bouza et al. 

2001; Wisplinghoff et al. 2004). No Brasil, apesar da maior incidência das ICS 

estar também representada por episódios infecciosos por Staphylococcus 

aureus (15,9%) e por Staphylococcus coagulase negativo (15,7%), os bacilos 

Gram negativos representam mais de 50% de todos os patógenos causadores 

de ICS (Andrade et al. 2008).  

Alguns estudos descreveram que a incidência dessas infecções varia de 

1%, em unidades de terapia intensiva (Warren et al. 2001), a 36% em 

transplantados de medula óssea (Collin et al. 2001). A taxa de mortalidade 

pode variar de 12%, em unidades de internação geral, a 80% entre os 

pacientes internados na UTI (Gatell et al. 1988;Pittet et al. 1993). O tempo de 
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permanência prolongado na UTI, associado a uma terapia antimicrobiana 

empírica inapropriada, caracteriza-se como um importante preditor de morte 

entre esse grupo de pacientes (Bryan et al. 1983;Kollef and Fraser 2001;Pittet 

et al. 1994;Tumbarello et al. 2006).  

 

1.3.1. Programas de Vigilância  

Diante do significativo aumento da resistência bacteriana aos agentes 

antimicrobianos em todo o mundo, programas de vigilância de resistência 

tornaram-se fundamentais para: (i) definir os principais patógenos bacterianos 

isolados de sitios infecciosos específicos; (ii) caracterizar o perfil de 

sensibilidade aos antimicrobianos, para que, dessa forma, torne-se possível 

estabelecer uma base para terapia empírica adequada; (iii) avaliar o modo de 

disseminação de bactérias resistentes; (iii) detectar o surgimento de novos 

tipos de resistência e; (iv) desenvolver um monitoramento local e/ou global da 

disseminação de patógenos resistentes (Felmingham 2002;Jones and 

Masterton 2001;Wisplinghoff et al. 2004).  

Dentre os programas de vigilância que monitoram infecções por 

Enterobactérias, destacam-se o Progroma SCOPE (“Surveillance and Control 

of Pathogens of Epidemiological Importance”) (Wisplinghoff et al. 2004), o 

Programa SENTRY (“Antimicrobial Surveillance Program”) (Andrade et al. 

2008), o Programa MYSTIC (“Meropenem Yearly Susceptibility Test 

Information”) (Goossens and Grabein 2005) e o Programa EARSS ("European 

Antimicrobial Resistance Surveillance System") EUROPEAN ANTIMICROBIAL 

RESISTANCE SURVEILLANCE SYSTEM (EARSS) 2006. 
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Dados do programa SENTRY demonstraram que Klebsiella spp. foi o 

quarto patógeno mais comum entre todos os microrganismos recuperados de 

infecções da corrente sanguínea, no período de 2003 a 2008, no Brasil 

(Andrade et al. 2008), entretanto, de acordo com dados do Programa SCOPE 

americano, Klebsiella spp. representou o segundo patógeno (5%) mais 

frequente entre todos os bacilos Gram negativos isolados neste mesmo sítio de 

infecção (Wisplinghoff et al. 2004).  

 

1.4. Fatores de Risco para o Desenvolvimento de ICS por Klebsiella spp. 

Vários fatores de risco associados à aquisição de ICS por Klebsiella spp. 

têm sido observados. Entre os quais, destacam-se: a realização de 

procedimentos invasivos (cateter venoso central, cateter vesical, ventilação 

mecânica e cateteres urinários), tempo de hospitalização prolongado, 

principalmete em UTI; gravidade da doença de base, especialmente processos 

oncológicos, queimaduras e diabetes; imunossupressão por qualquer causa e; 

prematuridade ou baixo peso ao nascer (Bouza et al. 2001;Tumbarello et al. 

2006).  

Outro fator de risco muito importante é o uso prévio de antimicrobianos, 

principalmente cefalosporinas de amplo espectro, por propiciar a emergência 

de mecanismos de resistência, entre os quais, destaca-se a produção ESβL 

(MacAdam et al. 2006;Tumbarello et al. 2007). Na Europa e nos Estados 

Unidos, o número de ICS causadas por K. pneumoniae produtora de ESβL é 

uma tendência crescente, que expresa um impacto significativo sobre as taxas 

de mortalidade e os custos hospitalares (Schwaber and Carmeli 

2007;Tumbarello et al. 2006).  
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A grande diversidade dos fatores de risco, associada à aquisição de ICS 

hospitalar por microrganismos multiresistentes, deve-se às grandes diferenças 

epidemiológicas locais ou mesmo às diferenças epidemiológicas avaliadas em 

cada estudo. Dessa forma, é de extrema importância a identificação dos fatores 

de risco para aquisição de infecção hospitalar, tendo em vista que o 

conhecimento desses fatores permite a elaboração de estratégias específicas 

de prevenção para limitar o aparecimento de tais infecções (CDC 2009).  

 

1.5. Mortalidade Associada à Infecção por Klebsiella spp. 

As infecções da corrente sanguínea hospitalares estão, diretamente 

relacionadas, com o aumento da mortalidade, especialmente em pacientes 

gravemente doentes (Wisplinghoff et al. 2004). Quadros de sepse por bactérias 

Gram negativas, choque séptico, gravidade da doença de base e terapia 

antimicrobiana inicial inadequada são apontados como os principais fatores 

associados ao aumento da mortalidade em pacientes internados em UTI, visto 

que esses pacientes apresentam maior vulnerabilidade para o desenvolvimento 

de episódios de infecção hospitalar (Diekema and Pfaller 2007). Outro fator 

relacionado com o aumento da mortalidade são as infecções causadas por 

bactérias multiresistentes, pois os pacientes acometidos por esses 

microrganismos podem ter uma maior probabilidade de evoluir para o óbito 

(Schwaber and Carmeli 2007).  

Dentre os diversos mecanismos de resistência aos antimicrobianos, a 

produção ESβL tem gerado preocupação devido a sua crescente incidência e 

ao fato de estar relacionada com falha terapêutica e com o aumento da 

mortalidade. Schwaber e colaboradores concluiram que o percentual de 
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mortalidade foi duas vezes maior entre os pacientes que apresentaram 

episódio de infecção de corrente sanguínea por enterobactérias produtoras de 

ESβL (Schwaber et al. 2006). Estudo de revisão sistemática e meta-análise, 

baseado em dados de dezesseis trabalhos publicados em diferentes partes do 

mundo, constatou que cerca da metade dos estudos avaliados não 

apresentaram correlação significativa entre o percentual de mortalidade 

associado à produção de ESβL (Schwaber and Carmeli 2007). A justificativa da 

falta de um consenso na literatura, quanto ao percentual de mortalidade 

relacionado à produção de ESβL, está, em grande parte, associada ao 

reduzido número de amostras testadas em cada estudo, e consequentemente, 

a falta desses dados demonstram a ausência de um significativo efeito 

estatístico. Além disso, apenas um dos 16 estudos avaliados relatou o 

resultado de uma análise multivariada. Dessa forma, não foi possível tirar 

conclusões sobre mortalidade atribuível, ou causalidade, somente sobre índice 

de mortalidade bruta (Schwaber and Carmeli 2007).  

 

1.6. Mecanismos de Resistência aos β-Lactâmicos em Klebsiella spp. 

Os β-lactâmicos são os agentes antimicrobianos utilizados com maior 

frequência na clínica médica e o uso indiscriminado, principalmente das 

cefalosporinas de segunda e terceira gerações para o tratamento de infecções 

de corrente sanguínea hospitalar causadas por enterobactérias, foi 

acompanhado pelo surgimento de cepas bacterianas produtoras de ESβLs. A 

resistência a esses agentes dificulta o tratamento e aumenta a morbi-

mortalidade e os custos com o paciente (Tumbarello et al. 2006).  
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A resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos em Klebsiella spp. pode 

ocorrer mais especificamente por dois mecanismos de resistência: (i) Produção 

de β-lactamases; (ii) perda ou expressão reduzida de proteínas de membrana 

externa (porinas). 

 

1.6.1. Produção de β-Lactamases 

A produção de β-lactamases caracteriza o mecanismo de maior 

frequência e relevância descrito em amostras de Klebsiella spp. Inicialmente, o 

desenvolvimento de cefalosporinas de amplo espectro no final da década de 80 

foi resguardado como um importante arsenal terapêutico na luta contra a 

resistência bacteriana mediada pela produção de β-lactamases (Bush 

2002;Medeiros 1997). De forma lamentável, a emergência de E. coli e K. 

pneumoniae resistentes a ceftazidima e outras cefalosporinas comprometeram 

seriamente a atividade e potência destes antibióticos (Perez et al. 2007).  

As β-lactamases são enzimas que catalisam a hidrólise do anel β-

lactâmico, impossibilitando assim a sua atividade antimicrobiana (Livermore 

1995). Em geral, vários membros da família das β-lactamases são capazes de 

hidrolisar as penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenens. 

Dessa forma, a interação entre estas enzimas e seus substratos resulta em 

compostos inativos que permitem a sobrevivência da célula bacteriana (Bush 

2001). Entretanto, alguns fatores podem interferir na capacidade da β-

lactamase em conferir resistência, entre os quais destacam-se a quantidade de 

enzima produzida, a habilidade da enzima em hidrolisar o antimicrobiano e a 

velocidade com que o β-lactâmico penetra pela membrana celular externa 

(Livermore 1991).  
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As β-lactamases são produzidas por inúmeras espécies bacterianas, 

porém com diversidades estruturais e localizações diferentes. Nas bactérias 

Gram positivas, as β-lactamases são, em sua maioria, induzíveis e excretadas 

para o meio extracelular, aonde acontece a hidrólise do composto β-lactâmico 

antes que este se ligue as PBP (“Penicillin Binding Protein”) na membrana 

celular, dessa forma irão apresentar uma atividade menor que as β-lactamases 

produzidas pelas bactérias Gram negativas. Nestas bactérias, as β-lactamases 

encontram-se estrategicamente situadas no espaço periplasmático, podendo 

alcançar maiores concentrações e agir de modo mais eficaz sobre os β-

lactâmicos que estão atravessando este espaço para atingir as PBP (Bush et 

al. 1995).  

A síntese das β-lactamases pode ser cromossômica ou mediada por 

plamídios e transposons, podendo ser induzida tanto pela presença de β-

lactâmicos, como de precursores de parede celular no meio extracelular 

(Konemam et al. 2001).  

Devido à grande diversidade de tipos de β-lactamases, três diferentes 

tentativas de estabelecer um sistema de classificação para estas enzimas 

foram propostos ao longo dos anos (Bradford 2001). O primeiro esquema foi 

sugerido por Richmond e Sykes (1973) e foi baseado no perfil do substrato das 

enzimas e na localização do gene codificador das mesmas (Richmond and 

Sykes 1973;Bradford 2001). Atualmente, dois esquemas de classificações têm 

sido considerados como de maior importância. A classificação de Ambler, 

desenvolvida em 1980, foi baseada nas sequências de nucleotídeos e 

aminoácidos das enzimas e somente quatro classes moleculares de β-

lactamases foram descritas: A) β-lactamases de espetro ampliado (ESβLs), 
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penicilinases e carbenicilinases; B) metalo-β-lactamases; C) cefalosporinases 

cromossomais; e D) oxacilinases (Ambler 1980). Em 1995, Bush, Jacoby e 

Medeiros propuseram um esquema baseado nas propriedades bioquímicas, 

estrutura molecular e sequência nucleotídica das enzimas, combinando as 

características estruturais e funcionais das β-lactamases, classificando-as em 

grupos funcionais (Bush et al. 1995). 

A Tabela 2 apresenta, de modo simplificado, a correlação entre a 

classificação molecular de Ambler (1980) e a de Bush, Jacoby e Medeiros 

(Bush et al. 1995), além das características funcionais das β-lactamases.  
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Tabela 2. Características funcionais e moleculares dos principais grupos de β-lactamases. 

Classificação de BUSH – 
JACOBY - MEDEIROS, 1995  Classificação de 

AMBLER, 1989  Características funcionais 

Grupo Funcional Subgrupos  Classe Molecular   

1  
 

C  
Enzimas cromossômicas e plasmidiais frequente em Gram negativos. 
Isoladamente conferem resistência a todos os β-lactâmicos, exceto 
carbapenens (a menos que exista alteração de porina). Não são inibidas pelo 
ácido clavulânico. 

2   A, D  A grande maioria das enzimas é inibida por ácido clavulânico. 

 2ª  A  Penicilinases produzidas por Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. 
conferem altos níveis de resistência às penicilinas.

 2b  A  β-lactamases de espectro reduzido de bactérias Gram-negativas. Inclui TEM-
1 e SHV-1.

 2be 
 

A  β-lactamases de espectro ampliado conferem resistência às cefalosporinas de 
amplo espectro e monobactâmicos (ESBLs). 

 2br  A  β-lactamases derivadas da TEM e SHV resistentes aos inibidores de β-
lactamases (IRT). 

 2c  A  Enzimas que hidrolisam a carbenicilina. 

 2d  D  Enzimas que hidrolisam a cloxacilina (oxacilina), pouco inibidas pelo ácido 
clavulânico.

 2e  A  Cefalosporinases inibidas pelo ácido clavulânico. 

 2f  A  Enzimas que possuem um sítio ativo serina, que hidrolisam carbapenens e 
são inibidas pelo ácido clavulânico.

3 3a, 3b, 3c 
 

B  
Metalo-β-lactamases, que conferem resistência aos carbapenens e todos os 
outros β-lactâmicos, com exceção dos monobactâmicos. Não são inibidas 
pelo ácido clavulânico, tazobactam e sulbactam. 

4   ND  Enzimas não sequenciadas, que não são categorizadas em outros grupos. 
Abreviatura: N.D., não determinada (Adaptado do artigo de Bush, 2001). 
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1.6.1.1. β-Lactamases de Espectro Ampliado (ESβLs) 

Estas enzimas representam o maior grupo de β-lactamases estudadas 

atualmente (Bradford 2001;Bush et al. 1995;Gniadkowski 2008). Descritas 

inicialmente em K. pneumoniae e E. coli, as ESβL encontram-se disseminadas 

entre as espécies de enterobactérias, sendo encontradas também em P. 

aeruginosa (Bradford 2001). São enzimas capazes de hidrolisar todos os 

antimicrobianos β-lactâmicos com exceção das cefamicinas (cefoxitina, 

cefotetan) e dos carbapenens (imipenem, meropenem) e, são inibidas pelo 

ácido clavulânico, tazobactam e sulbactam. Pertencem à classe molecular A de 

Ambler (1989) e estão distribuídas no grupo 2 de Bush, Jacoby e Medeiros 

(1995). As ESβL apresentam uma serina no seu sítio ativo e são codificadas 

por genes localizados em plasmídeos que podem também codificar resistência 

aos aminoglicosídeos, tetraciclina, cloranfenicol e trimetoprim/sulfametoxazol 

(Rossolini et al. 2008;Winokur et al. 2001).  

A descrição da primeira β-lactamase, denominada TEM-1 (subgrupo 2b) 

ocorreu em 1960. Esta enzima foi encontrada em uma amostra clínica de 

Escherichia coli isolada da corrente sanguínea de uma jovem paciente grega 

chamada Temoniera, origem da sigla da β-lactamase TEM (Turner 2005). 

Atualmente é responsável por mais de 90% da resistência a ampicilina em 

amostras de E. coli, sendo também responsável pela resistência a ampicilina e 

penicilina em amostras de Haemophilus influenza e Neisseria gonorrhoeae 

(Paterson and Bonomo 2005;Livermore 2008). A β-lactamase TEM-1 é 

codificada por genes localizados, usualmente, em elementos genéticos móveis, 

plasmídios e transposons, que por meio de uma série de eventos de 

transposição e rearranjos, migram para diferentes plasmídios entre 
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microrganismos da mesma espécie ou de espécies diferentes. Devido à grande 

facilidade de disseminação, esta enzima tem sido descrita em diversas 

espécies de Enterobactérias, e em outras espécies bacterianas (Paterson and 

Bonomo 2005).  

A β-lactamase TEM-2 foi a primeira derivada da TEM-1 e, apesar de ter 

sofrido alteração de um aminoácido e, consequentemente, uma alteração em 

seu ponto isoelétrico de 5,4 para 5,6, não apresentou modificação no perfil do 

substrato (Barthelemy et al. 1985); (Bradford 2001). A β-lactamase TEM-3 

(subgrupo 2be) reportada em 1988 foi a primeira a apresentar o fenótipo ESβL 

(Sougakoff et al. 1988). Atualmente existem mais de 160 derivados de TEM 

(http://www.lahey.org/Studies/temtable.asp) sendo algumas resistentes aos 

inibidores de β-lactamase e a grande maioria apresenta o fenótipo ESβL 

(Bradford 2001). As substituições de aminoácidos que ocorrem em 

determinadas posições da enzima TEM resultam em leves alterações nos 

fenótipos de ESβL, com a habilidade de hidrolisar oximino-cefalosporinas 

específicas como ceftazidima e cefotaxima, ou alterar seus pontos isoelétricos 

de 5,2 para 6,5. (Bradford 2001). Estudos laboratoriais de indução de mutações 

para a β-Lactamase TEM-1 (Blazquez et al. 2000;Huang et al. 1996;Vakulenko 

et al. 1995) demonstraram que essas mutações, ocorridas naturalmente em 

ESβL do tipo TEM, são resultado da pressão seletiva de vários agentes β-

lactâmicos utilizados em uma determinada instituição (Blazquez et al. 2000). 

Embora essas β-lactamases sejam mais frequentemente relatadas em E. coli, 

Klebsiella spp., Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus 

mirabilis, Proteus rettgeri, e Salmonella spp. (Bonnet et al. 1999;Marchandin et 

al. 1999;Morosini et al. 1995;Palzkill et al. 1995;Perilli et al. 2000;Tessier et al. 



INTRODUÇÃO 

 19

1998), têm sido, também, reportadas entre bactérias Gram negativas não 

Enterobacteriaceae. As β-lactamases TEM-21 (Dubois et al. 2005) e TEM-42 

(Mugnier et al. 1996) foram descritas em uma cepa de P. aeruginosa e a TEM-

17 em uma cepa de Capnocytophaga ochracea (Rosenau et al. 2000).  

Outra β-lactamase comumente encontrada em K. pneumoniae é a 

enzima SHV-1, responsável por até 20% da resistência a ampicilina mediada 

por plasmídios nesta espécie (Tzouvelekis and Bonomo 1999). Em muitas 

cepas de K. pneumoniae o gene blaSHV-1, ou outro gene relacionado, apresenta-

se integrado ao cromossomo bacteriano (Livermore 1995). A denominação da 

sigla SHV vem de uma propriedade bioquímica da enzima variável sulfidrila 

(“sulphydryl variable”) (Tzouvelekis and Bonomo 1999). Neste gene, o fenótipo 

ESβL é caracterizado a partir de substituições de aminoácidos que ocorrem no 

gene blaSHV-1, e estas alterações assemelham-se as que acontecem com as 

ESβL do tipo TEM (Huletsky et al. 1993). Em 1983, foi descrito o primeiro relato 

de uma SHV de espectro ampliado, denominada SHV-2, encontrada em 

amostras clínicas de K. pneumoniae, K. ozaenae e Serratia marcescens 

(Knothe et al. 1983). Em 1988, SHV-3 e SHV-4 foram descritas por Jarlier e 

colaboradores (Jarlier et al. 1988) e Buré e colaboradores (Bure et al. 1988), 

respectivamente. Ambas foram encontradas em amostras clínicas de K. 

pneumoniae recuperadas de hospitais franceses. Desde então, inúmeros 

relatos de surtos envolvendo K. pneumoniae produtoras de β-lactamases de 

espectro ampliado têm sido reportados (Coque et al. 2008).  

Apesar de grande parte das β-lactamases do tipo SHV apresentar 

fenótipo ESβL, a beta-lactamase SHV-10 possui fenótipo de resistência aos 

inibidores das β-lactamases e apesar de hidrolisar as penicilinas, essa enzima 
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apresenta uma hidrólise reduzida para as cefalosporinas e, dessa forma, não é 

classificada como ESβL (Bradford 2001). Desde 1982, quando a ceftazidima foi 

disponibilizada para o uso clínico, até o presente momento, foram descritas 

mais de 140 variantes da β-lactamase da classe SHV 

(http://www.lahey.org/Studies/webt.asp#SHV). Os genes do tipo blaTEM e  blaSHV 

possuem propriedades bioquímicas parecidas, conservando, assim, um grau 

de similaridade entre si. A diferença estrutural entre estas enzimas é discreta, e 

está relacionada com mudanças de aminoácidos junto ao sítio ativo da enzima 

(Bradford 2001). Entretanto, as ESβL do tipo CTX-M apresentam apenas 40% 

de similaridade com as β-lactamases TEM e SHV (Tzouvelekis et al. 2000). 

Estas β-lactamases são codificadas por genes, blaCTX-M, localizados em 

plasmídios, os quais normalmente abrigam outros genes que conferem 

resistência aos aminoglicosídeos, ao cloranfenicol, às sulfonamidas, ao 

trimetoprim e à tetraciclina. De acordo com relato de Humeniuk e 

colaboradores, acredita-se que a β-lactamase tipo CTX-M foi originada a partir 

da enzima cromossômica AmpC de Kluyvera ascorbata, devido ao seu alto 

grau de homologia (Bonnet 2004).  

Os primeiros casos de infecções causadas por isolados de E. coli e K. 

pneumoniae produtores de CTX-M foram relatados no final dos anos 80 no 

Japão, Europa e Argentina. Desde então, essas enzimas vêm se disseminando 

mundialmente em diferentes gêneros de enterobactérias (Bonnet 

2004;Rossolini et al. 2008). Atualmente, encontram-se descritos na literatura 

mais de 80 tipos de CTX-M diferentes 

(http://www.lahey.org/Studies/other.asp#table1). As variantes alélicas de CTX-

M estão agrupadas em seis diferentes grupos (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, 
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CTX-M-9, CTX-M-25 e CTX-M-45) e cada grupo é representado pelo tipo da β-

lactamase CTX-M que foi descrito pela primeira vez (Tabela 3). As enzimas 

pertencentes ao mesmo grupo diferem umas das outras por apenas um, ou por 

pouquíssimos aminoácidos (Rossolini et al. 2008). Essas β-lactamases têm a 

propriedade de conferir resistência a todas as cefalosporinas de espectro 

ampliado, porém, apresentam como substrato preferencial a cefotaxima e a 

ceftriaxona. Embora tenha sido descrito na literatura a ocorrência de β-

lactamases do tipo CTX-M com maior atividade hidrolítica contra a ceftazidima 

que a cefotaxima, esse achado tem sido justificado devido ao uso extensivo de 

ceftazidima na prática médica (Bonnet 2004;Cartelle et al. 2004;Rossolini et al. 

2008).  

No início da década de 1990, a β-lactamase CTX-M-2 disseminou-se 

rapidamente na Argentina e em países vizinhos (Rossolini et al. 2008). Outros 

membros da família CTX-M estão distribuídos em diversos lugares do mundo; 

CTX-M-9 e CTX-M-14 predominantemente na Ásia e na Espanha (Hernandez 

et al. 2005;Munday et al. 2004), CTX-M-3 e CTX-M-15 na Europa. Apesar de 

não ter sido isolada no Reino Unido antes de 2001, a enzima CTX-M-15 é 

atualmente a ESβL mais prevalente em amostras bacterianas de E. coli e K. 

pneumoniae nesta região (Livermore and Hawkey 2005). Durante os últimos 15 

anos, estas enzimas já foram relatadas em quase todas as partes do mundo 

(Rossolini et al. 2008) e, em algumas regiões, superam a incidência das 

clássicas ESβL do tipo TEM e do tipo SHV (Pournaras et al. 2004;Yan et al. 

2006). A disseminação da β-lactamase do tipo CTX-M está causando 

importantes e imprevisíveis mudanças na epidemiologia da resistência aos 

antibióticos β-lactâmicos (Rossolini et al. 2008).  
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Tabela 3. Classificação dos principais grupos de β-Lactamases do tipo CTX-M, 

de acordo com a similaridade genética entre as sequências de aminoácidos. 

Grupos de ESβL 
do tipo CTX-M 

Variantes dos grupos Origem do gene blaCTX-M Referência 

CTX-M-1 

CTX-M-1/3/10-
12/15/22/23/28-30/32-

34/36/37/42/52-
54/57/58/60/61 

Kluyvera ascorbata 
Rodriguez 
et al., 2004 

CTX-M-2 CTX-M-2/4-7/20/31/35/43/44 Kluyvera ascorbata 
Bonnet; 

2004 

CTX-M-8 CTX-M-8/40/63 Kluyvera georgian 
Rodriguez 
et al., 2004 

CTX-M-9 CTX-M-9/13/14/16/17-
19/21/24/27/38/46-51/55/65 Kluyvera georgian 

Olson et 
al., 2005 

CTX-M-25 CTX-M-25/26/39/41 NI  
CTX-M-45 CTX-M-45 NI  

Abreviatura: NI - A fonte original dos genes que codificam os membros dos grupos CTX-M-25 e 
CTX-M-45 estão sendo caracterizadas (Rossolini et al. 2008).  

 

As β-lactamases do tipo OXA não apresentam similaridade genética com 

as ESβL (TEM e SHV), pertencem ao grupo 2d de Bush (Bush et al. 1995) e à 

classe molecular D de Ambler (Ambler 1980). São encontradas com maior 

frequência em cepas de P. aeruginosa do que em cepas de Enterobactérias, 

conferem resistência a ampicilina e cefalotina e apresentam alta atividade 

hidrolítica contra a oxacilina e cloxacilina, fato este que deu origem ao nome do 

grupo. São fracamente inibidas pelo ácido clavulânico, com exceção da OXA-

18 (Bradford 2001;Philippon et al. 1997).  

As β-lactamases OXA-14, OXA-11, OXA-16, OXA-13, e OXA-19 diferem 

da OXA-10 por apenas um, dois ou até nove aminoácidos. Essas β-lactamases 

apresentam-se fracamente resistentes a oximino cefalosporinas quando 

clonadas em cepas de E. coli, entretanto apresentam alto nível de resistência 

em cepas de P. aeruginosa tranconjugantes (Hall et al. 1993). Diferente da 
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maioria das ESβL do tipo OXA, a β-Lactamase OXA-17 confere maior nível de 

resistência a cefoxitina e ceftriaxona, que a ceftazidima (Danel et al. 1999). 

Atualmente, encontra-se decrito na literatura mais de 140 tipos diferentes de 

OXA (http://www.lahey.org/Studies/other.asp#table1). Muitos dos mais recentes 

membros da família de β-Lactamase do tipo OXA não são classificados como 

ESβL e incluem OXA-20 (Naas et al. 1998), OXA-22 (Nordmann et al. 2000), 

OXA-24 (Bou et al. 2000), OXA-25, -26 e -27 (Afzal-Shah et al. 2001), e OXA-

30 (Siu et al. 2000). Essas enzimas foram caracterizadas em amostras 

bacterianas isoladas na Turquia e na França, apesar desse fato não 

caracterizar esses países como prováveis focos dessas enzimas (Bradford 

2001).  

Outras variantes de ESβL também já foram descritas em diferentes 

organismos como BES (Serratia marcences), FEC-1 (E. coli), CME-1 

(Cryseobacterium meningosepticum), PER (5 variantes - P. aeruginosa e 

Salmonella enterica), SFO (E. cloacae), TLA (E. coli) e VEB (7 variantes - E. 

coli), sendo pouco freqüentes (Bradford 2001) 

(http://www.lahey.org/Studies/other.asp#table1). Essas enzimas também 

conferem resistência a todas as oximino cefalosporinas, especialmente a 

ceftazidima e ao aztreonam. 

1.6.1.2. β-Lactamases Plasmidiais do Tipo AmpC  

As β-lactamases do tipo AmpC pertencem ao grupo 1 de Bush (Bush et 

al. 1995) e a classe molecular C de Ambler (Ambler 1980). As enzimas do tipo 

AmpC plamidiais são provavelmente originárias das AmpCs cromossomais que 

foram mobilizadas entre espécies por meio de plasmídeos. As enzimas AmpCs 

cromossomais já foram descritas em diferentes patógenos, entre os quais 
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destaca-se o grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia 

marcensces, Providência stuartii, Pseudomonas aeruginosa e Morganella 

morganii), podendo ter atividade induzível ou constitutiva (Philippon et al. 

2002).  

As primeiras enzimas do tipo AmpC plasmidiais foram relatadas por 

Papanicolaou e colaboradores, 1990. Os autores caracterizaram uma enzima 

localizada em um plasmídeo com 90% de similaridade com o gene ampC de E. 

cloacae, dando início a um novo grupo de enzimas pertencentes a classe C, 

conhecidas como AmpC plasmidiais (Papanicolaou et al. 1990). Desde então, 

essas enzimas já foram descritas, principalmente, em isolados de K. 

pneumoniae, K oxytoca, Salmonella spp., Proteus mirabilis e E. coli. As AmpC 

plasmidiais conferem resistência às penicilinas, às cefalosporinas de 1ª, 2ª e 3ª 

gerações, aos monobactâmicos (aztreonam) e as associações com inibidores 

de β-lactamases (sulbactam, tazobactam e ácido clavulânico). Até o momento 

já foram descritos: BIL-1, CMY, FOX, MOX, LAT, ACT, ACC, MIR-1 e DHA 

(Philippon et al. 2002). Relatos demonstraram que a associação da produção 

de AmpC plasmidial com perda de porina resultou na resistência aos 

carbapenens em K. pneumoniae (Wang et al. 2009).  

1.6.1.3. Carbapenemases da Classe A e D  

Os carbapenens são considerados os agentes mais potentes contra 

infecções causadas por bactérias Gram negativas devido à sua elevada 

afinidade pelas PBP, estabilidade diante da maioria das β-lactamases, 

incluindo as ESβL e as do tipo AmpC, e pela excelente permeabilidade através 

da membrana externa bacteriana (Woodford et al. 2000). No entanto, nos 

últimos anos, o isolamento de bactérias Gram negativas resistentes também 
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aos carbapenens vêm se tornando mais frequente em diversas partes do 

mundo (Nordmann and Poirel 2002). 

Esses mecanismos de resistência em enterobactérias podem ser 

causados pelas carbapenemases da classe A ou em raras ocasiões pelas 

carbapenemases da classe D. Estão incluídas no grupo das carbapenemases 

da classe A (Ambler 1980) ou grupo 2f de Bush (Bush et al. 1995) as enzimas 

do tipo GES (11 variantes), KPC (10 variantes), SME (3 variantes), IMI, NMC-A 

e SFC-1 (Walther-Rasmussen and Hoiby 2007).  

As carbapenemases do tipo KPC são enzimas estritamente plamidiais 

que apresentam resistência a todas as cefalosporinas e monobactâmicos e 

redução da sensibilidade para os carbapenens (Queenan and Bush 2007). O 

primeiro membro da família KPC foi descrito em uma cepa de K. pneumoniae 

isolada na Carolina do Norte em 1996 (Yigit et al. 2001). Em 1998, a variação 

de um único aminoácido, caracterizou por uma mutação pontual a primeira 

variante, denominada KPC-2 (Moland et al. 2003) também descrita numa cepa 

de K. pneumoniae. A partir de então, relatos de KPC-2 tornaram-se frequentes 

na Costa Leste dos Estados Unidos e rapidamente expandiu-se, sendo descrito 

em diversas partes do mundo (Queenan and Bush 2007). A grande capacidade 

de disseminação dessa enzima, devido a sua localização plasmidial e ao fato 

de ser, frequentemente, encontrada em cepas de K. pneumoniae, que é 

conhecida por sua capacidade de acumular e transferir determinantes de 

resistência, é motivo de muita preocupação pelas agências nacionais de saúde 

(Queenan and Bush 2007). Embora as carbapenemases do tipo KPC sejam 

predominantemente descritas em cepas de K. pneumoniae, existem relatos 

dessa enzima em cepas de Enterobacter spp. (Hossain et al. 2004;Bratu et al. 
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2005), Escherichia coli (Navon-Venezia et al. 2006), Salmonella spp. (Miriagou 

et al. 2003), Citrobacter freundii  e Pseudomonas aeruginosa (Villegas et al. 

2007). O tratamento de infecções causadas por microrganismos que 

expressam esse determinante de resistência é extremamente difícil, resultando 

muitas vezes em altas taxas de mortalidade, devido à resistência a múltiplos 

agentes antimicrobianos (Bratu et al. 2005).  

As carbapenemases do tipo GES foram descritas pela primeira vez em 

2000. Inicialmente, essas enzimas foram classificadas como sendo 

pertencentes ao grupo das ESβL (grupo 2be de Bush), devido a característica 

de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro (Giakkoupi et al. 

2000). Entretanto, após a descrição de GES-2 em P. aeruginosa com 

capacidade de hidrolisar, também, carbapenem (imipenem), este grupo foi 

transferido para o grupo 2f (Poirel et al. 2001;Queenan and Bush 2007). Poirel 

e colaboradores descreveram o primeiro relato de GES-1 numa cepa de K. 

pneumoniae isolada na Guiana Francesa (Poirel et al. 2000). Desde então onze 

variantes do tipo GES foram descritas em membros da família 

Enterobacteriacea e P. aeruginosa na África do Sul, Japão, Grécia, França e 

Brasil (Picao et al. 2009;Poirel et al. 2001;Poirel et al. 2005;Vourli et al. 

2004;Wachino et al. 2004). 

As carbapenemases da classe D (Ambler 1980), também chamadas de 

carbapenemases do tipo OXA, apresentam baixa atividade hidrolítica aos 

carbapenens (oxa-carbapenemases). A produção destas enzimas, em 

associação com outro mecanismo de resistência, como por exemplo, alteração 

da permeabilidade da membrana externa, hiperexpressão de um sistema de 
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efluxo ou alteração do sítio de ligação do antimicrobiano, pode resultar em alto 

grau de resistência aos carbapenens (Queenan and Bush 2007).  

Em 2004, Poirel e colaboradores descreveram a oxacilinase OXA-48 

com alta atividade hidrolítica contra os carbapenens, catacterizada em uma 

amostra clínica de K. pneumoniae, na Turquia (Poirel et al. 2004). Apesar 

dessa OXA ter sido codificada por genes inseridos em plasmídios, as demais 

OXA presentes em Enterobactérias são codificadas por genes localizados no 

cromossomo bacteriano, fato que contribui positivamente para a lenta 

propagação desta enzima. Até hoje, somente duas OXA com atividades contra 

os carbapenêmicos foram encontradas em enterobactérias: a OXA-23 e a 

OXA-48, em Proteus mirabilis e K. pneumoniae, respectivamente (Bonnet et al. 

2002;Poirel et al. 2004).  

 

1.6.1.4. Metalo-β-Lactamases (MβLs)  

A diminuição de sensibilidade aos carbapenêmicos devido à produção 

das enzimas metalo-β-lactamases (MβLs) está sendo cada vez mais frequente 

entre as cepas de enterobactérias. (Galani et al. 2004;Morfin-Otero et al. 

2009).Estas enzimas pertencentes ao grupo 3 de Bush (Bush et al. 1995) e à 

classe molecular B de Ambler (Ambler 1980). Hidrolisam todos os β-lactâmicos 

comercialmente disponíveis, exceto o aztreonam e são inibidas pelo ácido 

etilenodiaminoacético (EDTA) ou por compostos derivados do ácido tiolático 

(ácido mercaptopropiônico), não sofrendo ação dos inibidores das serino-β-

lactamases, como o ácido clavulânico (Queenan and Bush 2007). Essas 

enzimas caracterizam-se por necessitarem de dois íons divalentes, usualmente 

zinco, como co-fator para a atividade catalítica, por terem a mesma estrutura 
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tridimensional e por apresentarem resíduos conservados, os quais são 

responsáveis pela interação da enzima com cátions divalentes (Murphy et al. 

2003).  

As MβL intrínsecas são normalmente mediadas por cromossomo (Walsh 

et al. 1994) e são encontradas em um número limitado de espécies, como: 

Bacilus cereus, Aeromonas hydrophila, Flavobacterium odoratum, Legionella 

gormanii, Bacteroides fragilis, Stenotrophomonas maltophilia (Hirakata et al. 

1998).  

MβL adquiridas apresentam-se em estruturas genéticas que fornecem 

mobilidade ao gene, facilitando a disseminação dessa enzima entre diferentes 

espécies bacterianas. Atualmente, foram descritos seis tipos de MβL aquiridas: 

IMP com 24 variantes, VIM com 22 variantes, SPM-1, GIM-1, SIM-1, AIM-1 e 

KHM-1 com apenas um tipo representante, cada. 

(http://www.lahey.org/Studies/other.asp#table1). 

Atualmente, embora sejam mais frequentemente isoladas em espécies 

de bactérias Gram negativas não-fermentadoras, como Pseudomonas 

aeruginosa e Acinetobacter baumannii, cada vez mais estas enzimas têm sido 

reportadas em membros da família Enterobacteriaceae, incluindo K. 

pneumoniae (Lincopan et al. 2005;Morfin-Otero et al. 2009). Nestas espécies, 

os determinantes de resistência são conhecidos como MβL móveis ou também 

MβL adquiridas, por serem encontradas inseridas em estruturas genéticas que 

fornecem mobilidade ao gene. 

As MβL aquiridas são codificadas por cassetes gênicos localizados no 

cromossomo ou plasmídeo bacteriano. No entanto, com exceção da enzima 

SPM-1, que é codificada por um gene localizado no cromossoma, as demais 
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MβL aquiridas, como, por exemplo, a IMP-1, foram codificadas por genes 

localizados em elementos genéticos, integrons de classe 1 (Mendes et al. 

2007;Toleman et al. 2002).  

O primeiro relato de MβL adquirida, ocorreu em 1994 (Osano et al. 

1994), sendo descrito como uma subclasse denominada IMP-1. Esta enzima foi 

encontrada em uma cepa clínica de Serratia marcescens isolada no Japão, a 

qual apresentava fenótipo de resistência a imipenem e cefalosporinas de amplo 

espectro. Durante muitos anos, a ocorrência de isolados produtores de IMP-1 

foi restrita a este país, entretanto, atualmente novas variantes desta subclasse 

têm sido reportadas em diversos países, sendo comumente encontradas em 

microrganismos não-fermentadores de glicose, como Achromobacter 

xylosoxidans, Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. (Osano et al. 1994). Em 

2005, Lincopan e colaboradores relataram o primeiro caso de K. pneumoniae 

produtora de IMP-1 isolada de uma única amostra, na América Latina 

(Lincopan et al. 2005). Outras amostras de K. pneumoniae produtoras de IMP-1 

foram relatadas por Penteado e colaboradores, sendo que, nesta ocasião foi 

possível caracterizar que as amostras relatadas nos dois estudos brasileiros 

possuíam um perfil clonal idêntico (Penteado et al. 2009).  

 

1.6.2. Impermeabilidade de Membrana Externa 

As bactérias Gram negativas apresentam uma estrutura membranosa 

caracterizada como membrana externa que é composta por fosfolipídeos, 

lipopolissacarídios e por proteínas de membrana externa (OMP - “outer 

membrane proteins”), também conhecidas como porinas. A membrana externa 

está localizada acima da membrana citoplasmática e da camada de 
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peptídeoglicano, atuando como uma barreira permeável que elimina os 

compostos nocivos à célula, presentes no meio externo (Nikaido 1994).  

As porinas são proteínas que formam canais de água no seu interior e 

permitem a difusão de solutos hidrofílicos através da membrana externa e a 

extrusão de produtos não utilizados pela célula bacteriana (Nikaido 

1985;Nikaido 1989). As porinas variam de tamanho e carga elétrica de acordo 

com cada microrganismo (Parr, Jr. et al. 1987;Yamazaki et al. 1989). A perda 

ou a diminuição da expressão dos genes codificadores das OMP desencadeia 

a redução da entrada de antibióticos na célula, diminuindo a concentração 

interna do antimicrobiano contribuindo, consequentemente, no mecanismo de 

resistência aos β-lactâmicos (Hernandez-Alles et al. 1999a). Este mecanismo 

de resistência ocorre somente em microrganismos Gram negativos, devido à 

presença da membrana externa, podendo, ocasionalmente, estar associado à 

produção de β-lactamases (Girlich et al. 2009;Yang et al. 2009).  

Em K. pneumoniae foram descritas duas porinas principais (OmpK35 e 

OmpK36) e uma porina quiescente (OmpK37). Estudos demonstraram que as 

porinas OmpK35 e OmpK36 apresentam grande homologia à família OmpF e 

OmpC, respectivamente presentes em cepas de E. coli (Alberti et al. 1995; 

Martinez-Martinez 2008). Domenech-Sanchez e colaboradores revelaram que 

estas porinas permitem a difusão de nutrientes e de uma grande variedade de 

moléculas (Domenech-Sanchez et al. 1999). A redução de expressão ou perda 

destas porinas contribui para o aumento nos níveis de resistência aos β-

lactâmicos, especialmente quando mecanismos adicionais de resistência são 

expressos (Martinez-Martinez 2008). 
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Dessa forma, tanto a diminuição da expressão, quanto a perda das 

porinas têm sido reportadas em inúmeras espécies bacterianas como um 

importante mecanismo de resistência (Domenech-Sanchez et al. 

1999;Martinez-Martinez 2008). A perda da porina OmpK36 está associada com 

a resistência à cefoxitina e aumento da concentração inibitória mínima (CIM) de 

cefalosporinas e fluoroquinolonas (Martinez-Martinez et al. 1996). A redução de 

sensibilidade aos carbapenens, particularmente ao ertapenem, em isolados de 

K. pneumoniae têm sido relacionada à diminuição da permeabilidade da 

membrana externa, associada à produção de ESβL (Crowley et al. 

2002;Doumith et al. 2009).                          . 
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2. OBJETIVOS 

 
 Avaliar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos e caracterizar a 

frequência e tipos de β-lactamases de espectro ampliado, entre isolados 

clínicos de Klebsiella spp. provenientes de infecção de corrente 

sanguínea de pacientes hospitalizados nos centros médicos do 

Programa de Vigilância SCOPE Brasil, entre junho de 2007 e dezembro 

de 2008; 

 

 Pesquisar os mecanismos de resistência em isolados clínicos de 

Klebsiella pneumoniae que apresentaram diminuição de sensibilidade 

aos carbapenens; 

 

 Avaliar a acurácia dos testes de triagem e confirmatório recomendados 

pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute” para detecção de 

carbapenemases em enterobactérias, na população bacteriana 

estudada. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Casuística do Estudo 

O Projeto SCOPE Brasileiro é uma extensão de um estudo realizado 

pela Virginia Commonwealth University, nos Estados Unidos, denominado de 

SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiological Importance) 

coordenado pelo Dr. Richard P. Wenzel e Dr. Michael B. Edmond, que 

mostraram dados epidemiológicos sobre mais de 24.000 infecções da corrente 

sanguínea em 49 hospitais norte-americanos durante um período de sete anos 

(Wisplinghoff et al. 2004). Todas as amostras clínicas caracterizadas 

epidemiologicamente e microbiologicamente neste trabalho fazem parte do 

Projeto SCOPE Brasileiro. O Laboratório Especial de Microbiologia Clínica 

(LEMC), Universidade Federal de São Paulo - Escola Paulista de Medicina é o 

centro coordenador deste estudo no Brasil. 

 

3.2. Amostras Bacterianas 

O Programa SCOPE Brasileiro incluiu o envio de dados epidemiológicos 

dos pacientes acometidos com infecções de corrente sanguínea, sendo 

facultativo o envio das amostras bacterianas pelos centros médicos 

participantes para o LEMC. Foram selecionadas para esse estudo todas as 

amostras clínicas de Klebsiella spp. recebidas pelo centro coordenador, entre o 

período de Junho 2007 a Dezembro 2008. As amostras de Klebsiella spp. 

foram provenientes de 15 diferentes centros médicos hospitalares participantes 

do Programa SCOPE Brasileiro (Tabela 4), sendo esses centros médicos 

representativos das cinco regiões brasileiras (Norte, Nordeste, Sul, Sudeste e 
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Centro-Oeste). Apenas um centro médico participante do estudo optou por 

enviar somente os dados epidemiológicos. Todas as amostras identificadas 

pelos centros participantes como Klebsiella spp. provenientes do primeiro 

episódio de infecção de corrente sanguínea hospitalar, isoladas de hemocultura 

com pelo menos 48 horas de admissão do paciente no hospital, foram incluídas 

no estudo. Episódios de infecção de corrente sanguínea que ocorreram em um 

mesmo paciente em diferentes admissões foram considerados como casos 

distintos e portanto também incluídos. 

Os centros médicos participantes do estudo enviaram mensalmente as 

amostras bacterianas de Klebsiella spp. em meio de transporte com carvão 

ativado (Copan®, Brescia, Itália) para o centro coordenador. No LEMC, todas 

as amostras foram semeadas em placas de ágar sangue ou Mac Conkey para 

detecção de possíveis contaminantes, e em seguida armazenadas em caldo 

tríptico de soja (TSB - Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) com glicerol 15% a -20ºC 

no banco de microrganismos.  

 

3.3. Coleta dos Dados Epidemiológicos e Microbiológicos 

Juntamente com as amostras de Klebsiella spp. foi encaminhada uma 

ficha clínica, preenchida com os dados clínicos e epidemiológicos de cada 

paciente, e com os dados microbiológicos das amostras. Essa ficha clínica foi 

elaborada e padronizada pelo Programa SCOPE Brasileiro (Anexo 1). Os 

dados contidos em cada ficha clínica foram digitados em um banco de dados 

criado especialmente para esta finalidade. 
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Tabela 4. Centros Médicos Participantes do Programa SCOPE Brasileiro entre 

Junho 2007 a Dezembro de 2008. 

Centro Médico Início da coleta dos dados Cidade/ Estado 
1 Junho de 2007 São Paulo/SP 
2 Junho de 2007 São Paulo/SP 
3 Junho de 2007 São Paulo/SP 
4 Junho de 2007 São Paulo/SP 
5 Junho de 2007 São Paulo/SP 
6 Junho de 2007 São Paulo/SP 
7 Outubro de 2007 Porto Alegre/RS 
8 Fevereiro de 2008 Natal/RN 
9 Janeiro de 2008 Fortaleza/CE 

10 Dezembro de 2007 Belém/PA 
11 Fevereiro de 2008 Natal/RN 
12 Janeiro de 2008 Goiania/GO 
13 Janeiro de 2008 Brasília/DF 
14 Maio de 2008 Porto Alegre/RS 
15 Julho de 2008 Salvador/BA 

 

3.4. Testes Microbiológicos e Moleculares 

 
3.4.1. Confirmação da Identificação Bacteriana, Teste de 

Sensibilidade e Detecção de ESβL pelo Sistema Automatizado 

Phoenix 

Todas as amostras encaminhadas pelos centros médicos participantes 

como pertencentes ao gênero Klebsiella spp. ou mesmo aquelas que já tinham 

a espécie identificada pelo centro de origem, foram submetidas a re-

identificação pelo sistema BD Phoenix 5.1 TM (Becton Dickinson, Sparks, MD 

21152, USA) para a confirmação do gênero e da espécie bacteriana.  

Através desse sistema também foi possível estabelecer o perfil de 

sensibilidade das amostras de Klebsiella spp. pela detecção da concentração 

inibitória mímina (CIM), de acordo com as recomendações do CLSI (Clinical 

and Laboratory Standards Institute), documento M100-S18, 2008. Os agentes 
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antimicrobianos testados e as respectivas concentrações (µg/mL) foram: 

ceftazidima (0.5-32 μg/mL), ceftriaxona (2-32 μg/mL), cefepima (1-16 μg/mL), 

ciprofloxacina (0.5-2 μg/mL), levofloxacina (1-4 μg/mL), gatifloxacina (1-4 

μg/mL), amicacina (8-32 μg/mL), gentamicina (2-8 μg/mL), tetraciclina (2-8 

μg/mL), imipenem (1-8 μg/mL), meropenem (1-8 μg/mL), piperacilina (2-64 

μg/mL), ticarcilina (4-64 μg/mL), piperacilina - tazobactam (2/4-64/4 μg/mL) e 

ticarcilina - ácido clavulânico (2/2-64/2 μg/mL).  

A re-identificação bacteriana e o teste de sensibilidade aos 

antimicrobianos foram realizados, após isolamento e subcultivo das amostras 

em ágar sangue por duas vezes, conforme recomendado pelo CLSI, 2008. 

Para a realização dos testes de identificação e sensibilidade aos 

antimicrobianos, inicialmente, foi preparada uma única suspensão bacteriana 

de aproximadamente 1,5 x 108 Unidades Formadoras de Colônias (UFC)/mL, 

correspondente a 0,5 da escala de McFarland. Para o teste de sensibilidade, foi 

reservado 25 µL dessa suspensão bacteriana, que em seguida foi diluída em 8 

mL de caldo e acrescida de 50 µL do indicador de oxido-redução específicos do 

fabricante. Essas duas suspensões foram dispensadas em orifícios específicos 

presentes no painel NMIC/ID 104 (Becton Dickinson, Sparks, MD 21152, USA) 

utilizado apenas para bactérias Gram negativas. Após o preenchimento de 

todos os poços contidos no painel, este foi incubado por 6 a 18 horas no 

aparelho BD Phoenix 5.1. Os procedimentos metodológicos seguintes, assim 

como os descritos acima foram realizados conforme as recomendações 

descritas pelo fabricante. 

Definiu-se a concentração inibitória mínima como a menor 

concentração de antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. As 
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CIM50 e CIM90 foram definidas como as menores concentrações de 

antimicrobianos capazes de inibir o crescimento de 50% e 90% das amostras, 

respectivamente. As amostras foram classificadas como sensíveis, 

intermediárias ou resistentes empregando os limites de sensibilidade 

preconizados pelo documento M07-A8 (CLSI, 2009).  

Através do sistema BD Phoenix também foi possível avaliar a produção 

de β-lactamase de espectro ampliado (ESβL) pelos testes de triagem e 

confirmatório, de acordo com as recomendações do CLSI, 2008 (M100-S18). 

Pelo teste de triagem foram avaliadas as drogas cefpodoxima (0,5 μg/mL), 

ceftazidima (0,5 μg/mL) e cefepima (2 μg/mL), seguidas pelo teste 

confirmatório que utilizou as drogas combinadas: ceftazidima/ácido clavulânico 

(0,125/4 μg/mL), ceftriaxona/ácido clavulânico (0,25/4 μg/mL) e 

cefotaxima/ácido clavulânico (0,25/4 μg/mL). Para a validação do lote do painel 

e para o controle de qualidade desses testes foram incluídas as amostras de E. 

coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, além da cepa de K. pneumoniae 

ATCC 700603 que foi incluída como controle positivo para avaliar a acurácia do 

sistema para a detecção de ESβL.  

 

3.4.2. Testes Fenotípicos para Detecção de Carbapenemase de 

acordo com as Recomendações do CLSI 2009  

De acordo com as recomendações do CLSI, 2009, o teste de difusão em 

disco para ertapenem foi realizado para todas as amostras que apresentaram 

resistência para uma ou mais cefalosporinas de terceira geração, e o teste 

confirmatório (Teste de Hodge modificado) foi realizado apenas para as 
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amostras que apresentaram halo de inibição menor ou igual a 21 mm para 

ertapenem.  

 

3.4.2.1. Teste de Triagem com Disco-difusão para Ertapenem 

A preparação do inóculo bacteriano foi realizada após o crescimento em 

placas de ágar Mac Conkey por 18 horas. Com o auxílio de alça de semeadura, 

uma a três colônias isoladas de Klebsiella spp. foram transferidas para tubos 

contendo 4 mL de salina (NaCl - Sigma, St. Louis, MO). A suspensão 

bacteriana foi homogeneizada e a turvação medida em turbidímetro digital 

(Baxter®, Sacramento, EUA), para a obtenção de uma concentração bacteriana 

correspondente a 0,5 da escala de McFarland, em seguida as amostras foram 

semeadas em placa de ágar Müeller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) 

com auxílio de swab estéril. O perfil de sensibilidade foi realizado utilizando 

discos de ertapenem (10µg), (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). As placas foram 

incubadas em aerobiose a 37ºC por 18 a 24 horas. Após este período, a leitura 

foi realizada e o halo de inibição interpretado de acordo com os critérios 

estabelecidos pelo CLSI para Enterobacteriaceae. As amostras foram 

classificadas como sensíveis (S), intermediárias (I) ou resistentes (R) (CLSI, 

2009). 

 

3.4.2.2. Teste Confirmatório pela Metodologia de Hodge  

O teste de Hodge modificado (Lee et al. 2005), foi desenvolvido de 

acordo com a metodologia descrita no documento M100-S19 (CLSI,2009).  
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Foi preparada uma suspensão bacteriana (0,5 da escala de McFarland) 

com a cepa de E. coli ATCC 25922, em seguida a suspensão foi diluída na 

proporção 1:10 com água destilada estéril, e com o auxílio de um swab essa 

diluição foi semeada numa placa de Müeller-Hinton (Oxoid®, Basingstoke, 

Inglaterra). Um disco de meropenem 10 μg (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra) foi 

colocado no centro da placa. As amostras bacterianas testadas apresentavam 

colônias frescas com menos de 25 horas de incubação. Duas ou três dessas 

colônias bacterianas foram estriadas sob a placa de Müeller-Hinton (Oxoid®, 

Basingstoke, Inglaterra) com uma alça de loop descartável, começando 5 mm 

após a extremidade do disco até a periferia da placa.  As placas foram 

incubadas por 16 a 20 horas a 37°C. O teste foi considerado positivo, quando 

houve o crescimento da amostra ATCC 25922 na área de encontro da bactéria 

teste com o halo de inibição do meropenem, indicando a hidrólise do 

meropenem e possivelmente a produção de carbapenemase. O teste foi 

repetido utilizando-se o disco de ertapenem 10 μg (Oxoid®, Basingstoke, 

Inglaterra) como substrato, além do meropenem. 

Para o controle positivo do teste de Hodge foi utilizada a amostra de K. 

pneumoniae A26006 carreadora do gene blaKPC (número de acesso no 

GenBank  EU784136) (Monteiro et al. 2009), e como controle negativo foi 

utilizada a amostra de K. pneumoniae A37202, sensível a todos os β-

lactâmicos, aminoglicosídeos e fluoroquinolonas testadas, esta cepa pertence 

ao banco de microrganismos do LEMC. A leitura e interpretação deste ensaio 

foi realizada por dois observadores independentes. 
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Figura 1. Placa modelo do teste de Hodge modificado utilizada para a 

detecção fenotípica da produção de carbapenemase. 

 

3.4.3. Perfil de Sensibilidade aos Carbapenens e a Cefoxitina pela 

Metodologia de Diluição em Ágar  

O teste de diluição em ágar foi realizado para confirmação das amostras 

resistentes a ertapenem por difusão em disco e a imipenem e meropenem pelo 

sistema automatizado. Este teste também foi empregado para definição da CIM 

para cefoxitina para a mesma população de amostras. 

Após o crescimento bacteriano em placas de ágar sangue por 18 horas, 

uma a três colônias isoladas de Klebsiella spp. foram transferidas para tubos 

contendo 4 mL de salina (NaCl - Sigma, St. Louis, MO). A suspensão 

bacteriana foi homogeneizada e a turvação medida em turbidímetro digital 

(Baxter®, Sacramento, EUA), para a obtenção de uma concentração bacteriana 

em torno de 1,5 x 108 unidades formadoras de colônias (UFC)/mL 

correspondente a 0,5 da escala de McFarland (CLSI, 2009). 

As CIMs foram calculadas pela metodologia de diluição em ágar 

seguindo as recomendações do CLSI (CLSI, 2009) para os seguintes β-

Amostra Teste 

 Disco de Ertapenem ou 
Meropenem (10 μg) 
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lactâmicos e respectivas diluições: cefoxitina (0,125-256 µg/mL), imipenem 

(0,125-32 µg/mL), meropenem (0,125-32 µg/mL) e ertapenem (0,125-32 

µg/mL). Esta metodologia foi realizada através da incorporação de 

concentrações seriadas e logarítmicas do respectivo antimicrobiano em placas 

de Petri individuais contendo ágar Müeller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, 

Inglaterra). Cada placa representava uma única concentração do 

antimicrobiano. Foram testadas diferentes concentrações, de acordo com o 

antimicrobiano testado.  

Após preparo e diluição do inóculo, as amostras bacterianas foram 

inoculadas simultaneamente sobre a superfície do ágar utilizando o multi-

inoculador, o qual dispensa de 1 a 3 μL contendo aproximadamente o inóculo 

final de 1 x 104 UFC/mL. As placas inoculadas foram incubadas por 18-24 

horas, a 37°C. Após este período, a concentração inibitória mínima (CIM) foi 

determinada como a menor concentração de antimicrobiano capaz de inibir o 

crescimento bacteriano (CLSI, 2009).  

Como controle de qualidade dos testes de sensibilidade foram utilizadas 

as cepas da American Type Culture Collection (ATCC): Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922. As amostras foram 

classificadas como sensíveis (S), intermediárias (I) ou resistentes (R) aos 

antimicrobianos testados, de acordo com os breakpoints de sensibilidade 

estabelecidos pelo CLSI (CLSI, 2009).  
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3.4.4. PCR para a Detecção dos Genes Codificadores de β-

Lactamases 

A técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada 

apenas para as amostras que apresentaram fenótipo positivo de ESβL, 

detectado pelo sistema Phoenix, com o intuito de confirmar a presença ou 

ausência dos genes que codificam as β-lactamases.  

O DNA alvo utilizado para a PCR foi extraído a partir do crescimento 

bacteriano, obtido do subcultivo em ágar sangue (Oxoid, Basingstoke, 

Hampshire, England) enriquecido com 5% de sangue de carneiro desfibrinado. 

Após o isolamento de colônias puras, uma a duas colônias de cada amostra 

foram transferidas para um tubo de microcentrífuga contendo 300 µL de água 

MilliQ estéril, livre de DNase e RNase. Esta suspensão foi submetida a fervura 

por 5 minutos e posterior centrifugação por 1 min a 12000 rpm, o sobrenadante 

foi aspirado cuidadosamente e transferido para um novo microtubo estéril. Em 

fluxo laminar, foi preparada uma solução mãe (master mix) contendo: 0,5 µL de 

cada um dos primers com concentração de 10 µmol/cada, 12,5 µL de Go Taq® 

Green Master Mix 2X (Tampão de reação pH 8,5, 400 µM dATP, 400 µM 

dGTP, 400 µM dCTP, 400 µM dTTP, 3 mM MgCl2 e Taq DNA Polymerase) e 

água MilliQ estéril para um volume final de 25 µL, subtraído do volume de DNA 

alvo. A solução-mãe foi mantida em gelo a aproximadamente 4°C durante o 

seu preparo. Um volume de 24 µL foi distribuído em microtubos individuais de 

200 µL e, então foi adicionado nesses tubos de amplificação 1 µL do DNA 

extraído.  

As condições utilizadas no termociclador (Eppendorf Mastercycler, 

Eppendorf AG, Hamburg, Germany) para amplificação do DNA foram: 
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denaturação a 95ºC por 5 minutos, seguidos por 34 ciclos de 94ºC por 15 

segundos, 52ºC por 15 segundos, 72ºC por 1 minuto. Após o último ciclo, 

houve uma extensão final a 72ºC por 10 minutos. Após amplificação do DNA, o 

produto amplificado final foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 1,5% 

contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídio e visibilizado sob luz ultravioleta. 

Foram utilizadas como controle positivo da reação da PCR, cepas 

caracterizadas geneticamente pelo laboratório ALERTA (Universidade Federal 

de São Paulo - Disciplina de Infectologia - UNIFESP) como produtoras de β-

lactamases e como controle negativo uma alíquota da solução mãe sem DNA. 

Os primers utilizados para a detecção dos genes codificadores das β-

lactamases: ESβLs (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M); MβL (blaIMP) e carbapenemases 

da Classe A e D (blaKPC, blaGES, blaOXA), encontram-se listados na Tabela 5. 

Esses primers foram desenhados no Laboratório Alerta e posteriormente 

encaminhados para síntese na empresa IDT (Integrated DNA Tecnologies Inc., 

Coralville, EUA).  
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Tabela 5. Gene alvo, oligonucleotídeos utilizados como iniciadores (primers) e 

tamanho do amplicon para a detecção dos genes codificadores de β-

lactamases. 

Gene Alvo Iniciadores Seqüência (5' - 3') 
Tamanho do 

amplicon 
(pb) 

blaTEM 
TEM F ATGAGTATTCAACATTTCCG 868 
TEM R CTGACAGTTACCAATGCTTA  

blaSHV 
SHV F ATGCGTTATTAGTTTCGCCTGTGTATTATC 1018 
SHV R TTAGCGTTGCCAGTGAGTCGATC  

blaCTX-M 
CTX-M F CGCTTTGCGATGTGCAG 600 
CTX-M R ACCGCGATATCGTTGGT  

blaOXA-48 
OXA-48 F TGGGTGGCATCGATTATCGG 744 
OXA-48 R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC  

blaIMP 
IMP F GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC 108 
IMP R CCAAACYACTASGTTATC  

blaKPC 
KPC F TCGCTAAACTCGAACAGG 800 
KPC R TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC  

blaGES 
GES F TCACGCACTATTACTGGC 900 
GES R TATTTGTCCGTGCTCAGG  

pb: pares de bases 

 

3.4.5. Multiplex PCR para Detecção dos Genes Codificadores de 

AmpC Plasmidiais 

A técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) multiplex foi 

empregada para a detecção dos genes cmy, mir, acc, act, mox, lat, fox e dha 

de acordo com a técnica descrita por Pérez-Pérez e Hanson em 2002 (Perez-

Perez and Hanson 2002). 

As amostras bacterianas foram cultivadas em ágar nutriente (Oxoid®, 

Basingstoke, Inglaterra) contendo 50 µg/mL de ampicilina. Uma colônia de 

cada amostra foi inoculada em 5 mL de caldo TSB. Os tubos foram incubados 

a 37°C por 12 horas, sob agitação. Um mililitro e meio da suspensão bacteriana 

foi transferido para um tubo de microcentrífuga, o qual foi centrifugado por 5 

minutos a 13000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o 
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centrifugado ressuspenso em 500 µL de água deionizada. As células foram 

lisadas por aquecimento a 95°C por 10 minutos. Os debris celulares foram 

removidos por centrifugação a 13000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi 

utilizado para reação da PCR. Em fluxo laminar foi preparada uma solução mãe 

contendo: água MilliQ estéril, solução tampão com MgCl2 1,5 mM, KCl 50 mM e 

Tris-HCl 20 mM [pH 8,4], 0,2 mM de desoxinucleotídeo trifosfato (dATP, dTTP, 

dGTP e dCTP), 0,6 mM dos iniciadores MPCMY1-F, MPCMY1-R, MPCMY2-F, 

MPCMY2-R, MPDHA-F e MPDHA-R; 0,5 mM dos iniciadores MPACC-F, 

MPACC-R, MPMAC-F E MPMAC-R; 0,4 mM dos iniciadores MPFOX-F e 

MPFOX-R e 1,25 unidades/L de Taq DNApolimerase. A solução mãe foi 

mantida a 4°C durante seu preparo e, após leve agitação, 48 µL dessa solução 

foi transferida para cada tubo de amplificação, contendo 2 µL do DNA alvo. Na 

Tabela 6 estão descritos os iniciadores utilizados para detecção dos genes 

blaCMY, blaMOX, blaMIR, blaACC, blaACT, blaLAT, blaFOX e blaDHA. 



MATERIAL E MÉTODOS 

 46

Tabela 6. Iniciadores utilizados para amplificação dos genes codificadores de 

β-lactamases AmpC pela PCR multiplex (Pérez-Pérez e Hanson, 2002). 

Gene Alvo Iniciadores Seqüência (5' - 3') Tamanho do 
amplicon (pb) 

blaMOX1-2, blaCMY1, blaCMY8-11, 
blaCMY19 

MPCMY-1F GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT  
MPCMY-1R CACATTGACATAGGTGTGGTGC 520 

blaCMY2-7, blaCMY12-16, 
blaCMY18, blaCMY21-24, blaCMY26-

33, blaCMY36-37, blaLAT1-4 

MPCMY-2F TGGCCAGAACTGACAGGCAAA  

MPCMY-2R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 462 

blaDHA-1-3 
MPDHA-1F AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT  

MPDHA-1R CCGTACGCATACTGGCTTTGC 405 
blaACC1-2 

 

MPACC-F AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA  

MPACC-R TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 346 

blaMIR1-4, blaACT1-3 
MPMAC-F TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG  

MPMAC-R CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 302 

blaFOX1-7 
MPFOX-F AACATGGGGTATCAGGGAGATG  

MPFOX-R CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 190 

pb: pares de bases 

As condições utilizadas no termociclador foram: denaturação inicial a 

94ºC por 3 minutos, seguida por 25 ciclos de denaturação a 94ºC por 30 

segundos, anelamento a 64ºC por 30 segundos e extensão a 72ºC por 1 

minuto. Após o último ciclo, houve uma extensão final a 72ºC por 7 minutos. 

Após a amplificação do DNA, a revelação do produto amplificado foi feita com 

eletroforese em gel de agarose a 2% e visibilizado sob luz ultravioleta. 

Foram utilizadas cepas produtoras de β-lactamases plasmidiais como 

controles positivos. Entre elas: E. coli transconjugante pBL23 blaLAT-1, E. coli 

transconjugante 200 blaFOX-5, E. coli transconjugante C600 R96D blaMIR-1, 

Morganela morganii blaDHA-1 e Hafnia alvei A7.307 blaAAC. As cepas de E. coli 

ATCC 25922 e K. pneumoniae ATCC 700603 foram utilizadas como controles 

negativos. 
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3.4.6. Reação de Sequenciamento e Interpretação dos Resultados 

As reações de sequenciamento foram realizadas a partir dos produtos 

obtidos das reações da PCR para as β-Lactamases. Os produtos amplicados 

foram purificados a partir do gel de agarose com o kit QIAquick Gel Extraction 

(Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme as instruções do fabricante. A 

quantificação do DNA genômico amplificado foi determinada por densidade 

óptica em espectrofotômetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis, versão 3.2.1; 

Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Um volume de 2 µL do DNA 

total purificado foi submetido ao aparelho NanoDrop que fez a leitura da 

absorbância e forneceu a concentração do DNA em ng/mL. A partir daí 

quantidades necessárias de DNA foram submetidas à reação preparatória para 

o sequenciamento com o kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied 

Biosystems, Foster City, CA).  

Após o término da reação de PCR, o produto foi precipitado para a 

eliminação dos d-dNTPs marcados não incorporados à reação, através de 

lavagens com isopropanol e etanol. Em seguida, as amostras foram 

submetidas a 95ºC por 1 min para evaporação de possíveis resíduos de etanol. 

O produto foi ressuspenso em 20 µL formamida e colocado no aparelho ABI 

PRISM 3130, Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Perkin Elmer, Califórnia). 

As seqüências de DNA obtidas e as seqüências protéicas derivadas foram 

analisadas utilizando o programa Lasergene Software Package (DNASTAR, 

Madison, WI) e então submetidas à comparação com bases de dados 

genéticos disponíveis na internet (http://www.ebi.ac.uk/fasta33/ e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 
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3.4.7. Teste de Hidrólise para Detecção de Carbapenemase 

O teste de hidrólise teve como objetivo principal a detecção da atividade 

enzimática nas amostras avaliadas. Depois de isoladas, 10 colônias foram 

inoculadas em 10 mL caldo de TSB (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) com 4 

µg/mL de cefoxitina. Os tubos ficaram incubados na estufa a 37°C por 18 horas 

sob agitação. A suspensão bacteriana foi transferida para um tubo cônico e 

passou por uma centrifugação de 15 minutos à 3.000 rpm. Em seguida, o 

sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 1 mL de solução de 

hidrólise (Tris-HCl 1 mM e ZnSO4 1 mM). As amostras suspensas foram 

ultrasonicadas com 4 ciclos de 30 segundos e o produto sonicado foi transferido 

para tubo de microcentrífuga e, então, centrifugado por 3 minutos à 4ºC e 13.000 

rpm (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Germany). O sobrenadante 

(extratos brutos de proteínas) foi transferido para um novo tubo e as amostras 

mantidas no gelo até o momento do ensaio. 

Para verificar a atividade de hidrólise foram preparadas soluções de 

meropenem, imipenem e ertapenem em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,0 a uma 

absorbância de aproximadamente 1,5 a 2 unidades de absorbância a 260 nm. 

Em uma cubeta de quartzo foram adicionados 900 µL da solução de 

antimicrobiano, juntamente com 100 µL do extrato bruto de β-lactamase. O 

monitoramento da absorbância da solução foi realizado por 1 minuto em 

espectrofotômetro. A diminuição da absorbância da solução de antimicrobianos 

indica um resultado positivo para a produção de carbapenemase. A variação da 

absorbância foi calculada através da diferença entre o valor de absorbância 

final e inicial após um minuto de leitura (ΔAbs/min). 
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Como controle positivo do teste foi utilizada a amostra de K. pneumoniae 

A26006 carreadora do gene blaKPC (número de acesso no GenBank  

EU784136) (Monteiro et al. 2009). 

 

3.4.8. Avaliação da Similaridade Genética pela Técnica de Pulsed 

Field Gel Electrophoresis (PFGE) e Interpretação dos Padrões 

Moleculares 

Para a observação do padrão molecular das amostras clínicas de K. 

pneumoniae resistentes a ertapenem, a técnica utilizada foi a análise do DNA 

cromossômico pela eletroforese de campo pulsado “Pulsed-Field Gel 

Electrophoresis” – PFGE (Pfaller et al. 1992). 

Foi preparada para cada amostra de K. pneumoniae uma suspensão 

bacteriana em 4 mL de caldo tríptico de soja (TSB – Oxoid, Inglaterra). Após 

18-24 horas de incubação a 37ºC, os tubos foram centrifugados por 15 

minutos. Em seguida, o centrifugado (células) foi diluído em 1 mL de solução 

salina e transferido para um tubo de microcentrífuga de peso conhecido. Os 

tubos foram centrifugados a 15.000 rpm por aproximadamente 30 segundos e o 

sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e desprezado. 

Com a finalidade de se determinar o peso do centrifugado (células), os 

tubos foram novamente pesados. O centrifugado foi diluído em salina na 

proporção de 1:1, isto é, o volume da salina em µL foi equivalente ao peso do 

centrifugado em µg. Um volume de 5 µL desta suspensão celular foi transferido 

para outro tubo, onde foi adicionado 300 µL da solução tampão TEM (Tris 100 

mM; pH 7,5; EDTA 100 mM; NaCl 150 mM; água destilada). Essa nova solução 

foi homogeneizada e misturada com 340 µL de agarose ("low melt" – FMC, 
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Rockland, USA) para a formação de pequenos blocos de géis contendo o DNA 

cromossômico ("plugs"). Os blocos foram incubados por um período mínimo de 

cinco horas em solução EC (Tris 6mM, pH 7,5; NaCl 1M; EDTA 0,01 M ; Brij 58 

0,5%; Sarcosil 0,5%; Deoxicolato 0,2% e água destilada) a 37°C, a seguir os 

plugs foram incubados a 50°C, em 2 mL de solução ES (EDTA 0,4M, pH 9,3; 

Sarcosil 1,0%) contendo proteinase K (20 mg/mL, Invitrogen, Germany) numa 

proporção de 1:1, por um período de 12 horas. Após este período de 

incubação, os blocos foram lavados com solução CHEF-TE (Tris 0,1M, pH 7,5; 

EDTA 0,1M) e armazenados nessa solução até serem submetidos à digestão 

enzimática e posterior eletroforese.  

Foram realizadas lavagens com tampão DNS (MgCl 1M; Tris 1 M, pH 

8.0; água destilada). O DNA bacteriano foi digerido com a enzima de restrição 

SpeI (New England Biolab, Inc., Beverly, Mass, USA - 10U por amostra), 

incubado por 12 a 18 horas à 37°C. A eletroforese foi realizada em gel de 

agarose a 1% no sistema CHEF-DR III (Bio-Rad, Richmond, CA) e o padrão de 

variação da corrente elétrica ("switch time") foi de 5 a 60 segundos. A 

eletroforese foi realizada por 23 horas, em solução 0,5 x TBE (Tris 0,089M; 

ácido bórico 0,089M; EDTA, 0,002M) à temperatura de 13°C e corrente elétrica 

de 200 volts (6 V/cm). Os géis foram corados com brometo de etídio (0,08 

µL/mL) por uma hora, descorados em água destilada por mais uma hora e 

fotografados sob luz ultravioleta. 

De acordo com os critérios de Tenover e colaboradores (Tenover et al. 

1995) foram consideradas idênticas todas as amostras que apresentaram perfil 

migratório idêntico de todas as bandas. Foram consideradas semelhantes e 

pertencentes a um mesmo clone as amostras que apresentaram perfil 
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migratório com diferença em até seis bandas. As amostras que apresentaram 

mais de seis bandas discordantes foram consideradas amostras distintas. Para 

a interpretação dos padrões moleculares e seus subtipos, os representantes de 

cada clone foram categorizados com uma letra maiúscula e um número 

arábico. 

Além disso, os géis de PFGE foram também processados pelo programa 

BioNumerics versão 5.0 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). A definição da 

imagem das bandas foi realizada automaticamente pelo programa e depois 

conferida visualmente. O coeficiente de similaridade de Dice foi utilizado (Dice 

1945), e o dendograma foi construído utilizando o algoritmo de análise 

filogenética UPGMA (“Unweighted Pair-Groups Method using arithmetic 

averages”) (Sneath and Sokal 1973). Os valores de otimização e tolerância 

utilizados para oconjunto de isolados foram de 0,8 e 1,5%, respectivamente. 

Um coeficiente de similaridade acima de 80% foi selecionado para definir cada 

cluster de isolados. 

 

3.4.9. Avaliação do Perfil das Proteínas de Membrana Externa 

As amostras de K. pneumoniae foram inicialmente repicadas em ágar 

Mac Conkey para certificação da pureza das culturas, em seguida com uma 

alça de loop estéril, 2 a 3 colônias bacterianas foram inoculadas em 5 mL de 

caldo “Luria Bertani” (LB, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e incubadas sob leve 

homogeneização a 37°C por 18 a 20 horas. Após este período, 5 mL desta 

cultura foi transferido para outro tubo contendo 45mL de caldo LB, o qual foi 

incubado por 4 horas a 37°C. Em seguida as células bacterianas foram 

centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos, à temperatura ambiente, e 
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suspensas em 5 mL de Tris-HCl 30mM, pH 8.0. Após a suspensão das células, 

as mesmas foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos, re-suspensas em 

5mL de Tris-HCl 30mM, pH 8.0 e lisadas por sonicação (4 pulsos de 30 

segundos, cada) em sonicador XL2000 Ultrasonic Cell Disruptor-Fisher 

(Scientific International Inc.). Durante esse processo as amostras foram 

mantidas em gelo. Em seguida, a suspensão de células foi centrifugada a 8000 

rpm por 25 minutos a 4°C para a remoção dos restos celulares. O 

sobrenadante foi transferido para outro tubo e submetido à centrifugação de 

38000 rpm por 35 minutos a 4°C, em ultracentrífuga Hitachi Himac CP85β 

utilizando o rotor fixo P55AT (Hitachi Koki Corp. Tokio, Japão). Em seguida, o 

precipitado foi suspenso em 1 mL de Tris-HCl 30mM, pH 8.0 e 100 µL de 

sarcosil 20% foi adicionado para precipitação das OMPs. Após cuidadosa 

homogeneização, este precipitado foi incubado à temperatura ambiente por 20 

minutos seguida de uma nova etapa de centrifugação a 38000 rpm por 35 

minutos a 22°C e, finalmente, o precipitado suspenso em 100 µL de água 

deionizada. Os preparados protéicos foram submetidos à análise do perfil de 

proteínas de membrana externa pela técnica de SDS-PAGE, as amostras e os 

padrões de peso molecular foram aplicadas no gel de dodecil sulfato de sódio 

(SDS), contendo 15% de acrilamida (SDS-PAGE 15%). A eletroforese foi 

realizada a 100 volts por 3 horas no sistema V-16 Vertical Gel Electrophoresis 

System (Gibco BRL Life Technologies, Rockville, MD, EUA). Após a corrida 

eletroforética, o gel foi corado durante uma hora com cromassie blue R250 

(Sigma-Aldrich Corp., St Louis, EUA). Como descorante foi utilizado ácido 

acético a 10%. A análise do gel foi feita visualmente. 
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Como controle foi utilizada a amostra de K. pneumoniae A37202 

sensível a todos os β-lactâmicos, aminoglicosídeos e fluoroquinolonas 

testadas, esta cepa pertence ao banco de microrganismos do LEMC. 

 

3.4.10. PCR para Detecção dos Genes que Codificam as Porinas 

OmpK35 e OmpK36  

As amostras foram cultivadas em ágar Mac Conkey e uma suspensão 

com três colônias de cada amostra foi preparada em um tubo de 

microcentrifuga contendo 300 µL de água MilliQ estéril. Essa suspensão foi 

utilizada diretamente para a reação da PCR. Em fluxo laminar, foram 

preparadas para cada reação uma mistura (solução mãe) contendo 10 µL de 

Go Taq® Green Master Mix 2X, 7µL de água MilliQ e 0,2µM de iniciadores 

específicos para a amplificação dos genes codificadores das porinas OmpK35 

e OmpK36 (Tabela 7). A mistura foi mantida a aproximadamente 4˚C durante o 

seu preparo. Após leve agitação, 1 µL da suspensão celular foi adicionado. 

As condições utilizadas no termociclador (Eppendorf Mastercycler, 

Eppendorf AG, Hamburg, Germany) para amplificação do DNA foram: 

denaturação a 95ºC por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 94ºC por 20 

segundos, 53ºC por 45 segundos, 72ºC por 3 minutos. Após o último ciclo, 

houve uma extensão final a 72ºC por 10 minutos. Após amplificação do DNA, o 

produto amplificado final foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 1,5% 

contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídio e visibilizado sob luz ultravioleta. 

Foi utilizada como controle positivo da reação da PCR, a cepa de K. 

pneumoniae ATCC 13883 e como controle negativo uma alíquota da mistura 

sem DNA.  
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Tabela 7. Gene alvo, oligonucleotídeos utilizados como iniciadores (primers) e 

tamanho do amplicon para a detecção dos genes codificadores das porinas. 

Gene Alvo Iniciadores Seqüência (5' - 3') 
Tamanho do 

amplicon (pb) 

ompK35 
OmpK35-F CATTCCGCAGAATGAGACGGCAAC 1000 
OmpK35-R CGACGATGTTATCGGTAGAGATAC

ompK36 
OmpK36-F CAGCACAATGAATATAGCCGAC 1000 
OmpK36-R GCTGTTGTCGTCCAGCAGGTTG 

pb: pares de bases 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Amostras Bacterianas com Identificação Confirmada pelo Sistema 

Automatizado Phoenix  

Durante o período de Junho de 2007 a Dezembro de 2008, 182 

amostras de Klebsiella spp. isoladas do primeiro episódio de infecção de 

corrente sanguínea hospitalar, com no mínimo 48 horas de admissão do 

paciente no hospital foram encaminhadas pelos 15 centros médicos 

participantes do estudo ao centro coordenador (LEMC). Apenas um centro 

médico (centro médico 14) optou por encaminhar somente as fichas clínicas 

com os dados epidemiológicos. 

Quinze amostras foram excluídas do estudo, devido a não viabilidade 

das mesmas no momento do recebimento, ou presença de contaminação com 

outro tipo de colônia bacteriana. 

Desta forma, 167 amostras de Klebsiella spp. foram incluídas no estudo. 

Essas amostras foram re-identificadas pelo sistema automatizado BD Phoenix, 

dentre as quais K. pneumoniae subsp. pneumoniae (n=158) representou 94,6% 

das amostras, seguida por K. oxytoca (n=8) e  K. pneumoniae subsp. ozaenae 

(n=1) com 4,8% e 0,6%, respectivamente (Figura 2).  
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Figura 2. Distribuição das espécies de Klebsiella isoladas de infecção de 

corrente sanguínea do Projeto SCOPE (Junho 2007 a Dezembro 2008). 

 

A distribuição das amostras de Klebsiella spp. de acordo com a espécie 

bacteriana re-identificada e região geográfica estão descritos na Tabela 8 

0,6% 4,8% 

94,6% 
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Tabela 8. Distribuição das amostras de Klebsiella spp. isoladas de hemocultura 

de acordo com o centro médico, espécie bacteriana, cidade, estado e região 

brasileira onde foram isoladas. 

Centros 
médicos 

Nº de amostras 
enviadas por centro 

médico 

Início da coleta 
das amostras 

Cidade / 
Estado 

Região 
geográfica 

Centro 1 (n = 34) K. pneumoniae  
(n = 4) K. oxytoca  

Junho / 2007 São Paulo/SP Sudeste 

Centro 2 (n = 3) K. pneumoniae  
(n = 1) K. oxytoca  

Junho / 2007 São Paulo/SP Sudeste 

Centro 3 (n = 15) K. pneumoniae  
 Junho / 2007 São Paulo/SP Sudeste 

Centro 4 (n = 8) K. pneumoniae  
 Junho / 2007 São Paulo/SP Sudeste 

Centro 5 (n = 8) K. pneumoniae  Junho / 2007 São Paulo/SP Sudeste 

Centro 6 
(n = 1) K. pneumoniae  
(n = 1) K. oxytoca  
(n = 1) K. ozaenae  

Junho / 2007 São Paulo/SP Sudeste 

Centro 7 (n = 27) K. pneumoniae  
(n = 2) K. oxytoca  

Outubro / 2007 Porto 
Alegre/RS Sul 

Centro 14 a Maio / 2008 Porto 
Alegre/RS Sul 

Centro 12 (n = 6) K. pneumoniae  
 Janeiro / 2008 Goiania/GO Centro-Oeste

Centro 13 (n = 15) K. pneumoniae  
 Janeiro / 2008 Brasília/DF Centro-Oeste

Centro 10 (n = 6) K. pneumoniae  
 Dezembro /2007 Belém/PA Norte 

Centro 8 (n = 11) K. pneumoniae  
 Fevereiro / 2008 Natal/RN Nordeste 

Centro 9 (n = 21) K. pneumoniae  
 Janeiro / 2008 Fortaleza/CE Nordeste 

Centro 11 b Fevereiro / 2008 Natal/RN Nordeste 

Centro 15 (n = 3) K. pneumoniae  
 

Julho / 2008 Salvador/BA Nordeste 

a: Foram enviadas somente as fichas clínicas; b: Nenhum isolado foi enviado por esse centro 
médico até dezembro de 2008. 
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4.2. Distribuição dos Dados Epidemiológicos 

A distribuição dos casos de infecção de corrente sanguínea por 

Klebsiella spp. de acordo com as cinco regiões brasileiras está demonstrado no 

Figura 3. A taxa de isolamento de Klebsiella spp. nas regiões Sudeste (45,5%), 

Sul (17,4%), Centro-Oeste (12,5%), Norte (3,6%) e Nordeste (21%) estão 

representadas por 6, 2, 2, 1 e 4 hospitais, respectivamente. Os hospitais da 

região sudeste representaram o projeto piloto desse estudo, e por esse motivo 

iniciaram a coleta dos dados e das amostras num período anterior (junho/2007) 

aos demais hospitais. Durante o período do desenvolvimento desse estudo, o 

centro médico 11 não enviou nenhuma amostra clínica de Klebsiella spp. ao 

centro coordenador, e o centro médico 14 optou por encaminhar somente as 

fichas clínicas com os dados da amostra e do paciente. 

 

 

Figura 3. Distribuição dos casos de infecção de corrente sanguínea por 

Klebsiella spp. isoladas em 14 centros médico hospitalares, representativos 

das cinco regiões brasileiras, no período de Junho de 2007 a Dezembro de 

2008.  
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Entre as 167 amostras de Klebsiella spp. estudadas, verificou-se que 

mais de 52% foram isoladas de pacientes que estavam internados em 

unidades de terapia intensiva (UTI) no momento da coleta da primeira 

hemocultura. 

Em relação à fonte de bacteremia, a maioria dos casos foi proveniente 

de infecção primária associada à utilização de cateter venoso central (40,2%), 

seguido por infecções do trato respiratório inferior (13,6%), infecção do trato 

urinário (12,4%), ferida cirúrgica (6,5%) e infecção gastrointestinal (4,7%). As 

amostras de Klebsiella spp. isoladas sem o conhecimento da fonte da infecção 

representaram 16,5% dos casos analisados e em 6,1% dos casos não foi 

informado a fonte da infecção bacteriana.  

A frequência de distribuição das patologias de base dos pacientes com 

infecção de corrente sanguínea foram as neoplasias (28,1%), doenças 

gastrointestinais (12,5%), cardiovasculares (12%) e neurológicas (10%), 

seguidas pela prematuridade (7,7%), insuficiência renal (5,9%), insuficiência 

respiratória (4,7%), transplante de orgão sólidos (4,7%) e 14,4% dos casos 

foram representados por patologias de base como transplante de medula, 

trauma, HIV, caquexia, diabetes mellitus, entre outros. 

O uso de cateter venoso central associado ao cateter periférico, vesical 

e a ventilação mecânica representou mais de 90% de possíveis fatores de risco 

associados ao desenvolvimento das bacteremias por Klebsiella spp. Apenas 

49,1% dos pacientes receberam alta hospitalar, sendo que 37,1% foram a 

óbito. Em 13,8% dos casos esta informação ainda não estava disponível, pois o 

paciente continuava internado no momento de envio dos dados.   
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4.3. Análises dos Dados Microbiológicos e Moleculares 

 

4.3.1. Teste de Sensibilidade e Detecção de ESβL pelo Sistema 

Automatizado Phoenix  

O teste de sensibilidade quantitativo foi realizado pelo sistema BD 

Phoenix para todas as amostras de Klebsiella spp. (n=167), das quais 94 

(56,3%) apresentaram resistência para uma ou mais cefalosporinas de terceira 

e/ou quarta gerações e foram classificadas como produtoras de β-lactamase de 

espectro ampliado e 73 (43,7%) amostras como não produtora de β-lactamase 

de espectro ampliado (Figura 4). Fluxograma I  

Foi realizada a comparação do perfil de sensibilidade aos 

antimicrobianos, as respectivas concentrações inibitórias e as porcentagens de 

sensibilidade podem ser avaliadas na Tabela 9. As amostras foram separadas 

em dois grupos: produtoras e não produtoras de ESβL. Os resultados 

apresentados demonstram uma diferença importante da atividade dos β-

lactâmicos nos dois grupos de amostras. As amostras de Klebsiella spp. com 

fenótipo ESβL exibiram diminuição da sensibilidade para todos os agentes 

antimicrobianos testados, exceto para os carbapenens e apenas 7,4% destas 

amostras foram sensíveis a piperacilina/tazobactam (CIM90, > 64/4 µg/ml). Por 

outro lado, 100% das amostras não produtoras foram sensíveis a amicacina, 

cefepima, ceftazidima, gentamicina e carbapenens, com exceção apenas da 

ceftriaxona, ciprofloxacina e levofloxacina, que apresentaram sensibilidade de 

95,8%, 91,7% e 93,1%, respectivamente.  

Os carbapenêmicos imipenem (CIM90, ≤1 µg/ml) e meropenem (CIM90, 

≤1 µg/ml) mantiveram excelente atividade tanto entre os isolados produtores, 
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como os não produtores de ESβL. Entre os aminoglicosídeos, amicacina 

(CIM90, 32 µg/ml) e gentamicina (CIM90, >8 µg/ml) foram ativos contra 76,5% e 

26,6% das amostras produtoras de ESβL. O percentual de atividade da 

amicacina foi razoavelmente menor contra amostras produtoras de ESβL 

quando comparada com amostras não produtoras (76,5 versus 100% de 

sensibilidade).  

 

Tabela 9. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, realizado pelo sistema 

automatizado BD Phoenix, das 167 amostras de Klebsiella spp. incluídas no 

estudo.  

Antimicrobianos 

Klebsiella spp. ESβL 
negativa (n=73) 

 
CIM (µg/mL)a 

 
 

CIM50             CIM90 

Sensibb 

(%) 

Klebsiella spp. ESβL 
positiva (n = 94) 

 
CIM (µg/mL) a 

 
 

CIM50             CIM90

Sensibb

(%) 
Klebsiella spp. 

(n= 167) 
 

CIM (µg/mL) a 
 
 

CIM50            CIM90 
Sensibb 

(%) 

Diluições 
testadas 
(µg/mL) 

Amicacina  8                8 100 8                 32 76,5 ≤8               32 86,7 8-32 

Cefepima ≤1            ≤1 100 ≥16               ≥16 12,7 8                >16 50,9 1-16 

Ceftazidima ≤0,5           ≤0,5 100 32                 ≥32 23,3 4                >32 56,5 0.5-32 

Ceftriaxona ≤2            ≤2 95,8 ≥32               ≥32 4,25 >32            >32 44,3 2-32 

Ciprofloxacina ≤0,5           ≤0,5 91,7 >2                 >2 28,7 1                >2 56,9 0.5-2 

Gentamicina ≤2            ≤2 100 >8                 >8 26,6 ≤2              >8 58 2-8 

Levofloxacina ≤1             ≤1 93,1 >4                 >4 32,9 ≤1              >4 59,1 1-4 

Imipenem ≤1             ≤1 100 ≤1                ≤1 97,8 ≤1              ≤1 98,1 1-8 

Meropenem ≤1             ≤1 100 ≤1                 ≤1 
 94 ≤1              ≤1 96,9 1-8 

Piperacilina / 
Tazobactam 4/64           64/4 87,5 >64/4           >64/4 7,4 64/4          >64/4 43,7 2/4-64/4 

Ticarcilina / 
clavulanato 4/2            8/2 95,7 >64/2           >64/2 4,2 >64/2        >64/2 44,2 8-32 

aA CIM 50 e a CIM 90 foram definidas como as menores concentrações de antimicrobianos capazes de inibir o crescimento de 50% 
e 90% das amostras analisadas, respectivamente. 
bAs percentagens de sensibilidade foram calculadas de acordo com os limites de sensibilidade estabelecidos pelo CLSI.  
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Figura 4. Fluxograma I: Avaliação dos mecanismos de resistência às 

cefalosporinas das amostras de Klebsiella spp. isoladas de infecções de 

corrente sanguínea 

 

Re-identificação pelo sistema automatizado BD Phoenix 

Teste de sensibilidade e Detecção de 
ESβL pelo sistema BD Phoenix 

TEM-1 (n= 69); TEM-1 ou TEM-168 (n=15) 

SHV-1 (n=29); SHV-5 (n=9); SHV-11 (n=21); SHV-12 
(n=10); SHV-27 (n=4); SHV-28 (n=7); SHV-42 (n=1); 
SHV-77 (n=1); SHV-101 (n=2) e SHV-108 (n=2)

Total de amostras de Klebsiella spp. selecionadas para o estudo, entre o 
período de junho de 2007 a Dezembro de 2008 (n= 182) 

Total de amostras incluídas no estudo (n= 167):  
K. pneumoniae subspecie pneumoniae (n= 159); 
K. pneumoniae subspecie ozaenae (n=1) e  
K. oxytoca (n= 8) 

Amostras excluídas do estudo (n=15), 
devido inviabilidade da amostra ou 
presença de contaminante.  

Amostras de Klebsiella spp. sensíveis as 
cefalosporinas de 3ª e 4ª geração e não 
produtoras de ESβL (n = 73) (43,7%) 

Amostras de Klebsiella spp. resistentes as 
cefalosporinas de 3ª e/ou 4ª geração e 
produtoras de ESβL (n = 94) (56,3%) 

Análise da CIM50 e CIM90 separada em 
dois grupos: (i) ESβL(-) e (ii) ESβL (+) 

PCR para os genes blaTEM; 
blaSHV e blaCTX-M 

CTX-M-2 (n=56); CTX-M-9 (n=1); CTX-M-15 (n=11)  

Sequenciamento do genes:  

blaTEM (n = 84) 

blaSHV(n = 86) 

blaCTX-M (n = 68) 
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4.3.2. Avaliação de Testes Fenotípicos para Detecção de 

Carbapenemase de acordo com as Recomendações do CLSI 2009  

 
4.3.2.1. Avaliação do Teste de Triagem com Difusão em Disco para 

Detecção da Sensibilidade in vitro para Ertapenem 

O teste de difusão em disco para ertapenem foi realizado para as 94 

amostras de Klebsiella spp. que apresentaram resistência para uma ou mais 

cefalosporinas de terceira e/ou quarta gerações. Apenas 15 amostras (15,9%) 

apresentaram um halo de inibição ≤15 mm e foram classificadas como 

resistentes para ertapenem, sete amostras (7,5%) apresentaram halo de 

inibição entre 19-21 mm (apesar de classificadas como sensíveis, estas sete 

amostras foram submetidas ao testes de Hodge modificado, seguindo as 

recomendações do CLSI, 2009 / documento M100S-19) e 72 amostras 

apresentaram halo de inibição >21 mm para ertapenem e foram, portanto 

classificadas como sensíveis de acordo com o CLSI, 2009 (Figura 5).    

 

4.3.2.2. Avaliação da Metodologia de Hodge modificada, usada 

como Teste Confirmatório para a Detecção Fenotípica de 

Carbapenemase 

O teste de Hodge foi realizado somente para as amostras de Klebsiella 

spp. que apresentaram halo de inibição ≤ 21 mm (Figura 5). A interpretação do 

teste foi avaliada por dois diferentes observadores e, a leitura dos testes foi 

idêntica para os dois antimicrobianos testados (ertapenem e meropenem). 

Apenas duas amostras apresentaram resultados positivos para o teste de 

Hodge modificado (Tabela 10). As duas amostras (30279 e 32548) positivas 
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para o teste de Hodge apresentaram halo de inibição de 6 mm para ertapenem. 

CIM de 4 µg/mL  para imipenem e CIM de 16 e 32µg/mL para meropenem.  

Como pode ser observado na Figura 6, as amostras positivas para o 

teste de Hodge apresentaram crescimento da amostra ATCC 25922 na área de 

encontro da amostra teste com o halo de inibição para os dois carbapenens 

testados (ertapenem e meropenem), demonstrando um maior poder de 

hidrólise sobre o antimicrobiano, quando comparada com o controle negativo 

do teste.  
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Figura 5. Fluxograma II: Avaliação dos mecanismos de resistência aos 

carbapenens das amostras de Klebsiella spp. isoladas de infecções de corrente 

sanguínea 

Teste de Hodge  
POSITIVO (n = 2) 

Teste de Hodge  
POSITIVO (n = 2) 

Teste Confirmatório (n = 22) 
(Teste de Hodge modificado) 

Detecção de 
Carbapenemase, 
de acordo com 
recomendações 
do CLSI, 2009. 

Teste de Triagem por difusão em disco para 
Ertapenem (n = 94)  

Amostras de Klebsiella spp. resistentes as cefalosporinas de 3ª e/ou 4ª 
geração e produtoras de ESβL (n = 94) (56,3%) 

Teste de Hidrólise = NEGATIVO 

PFGE 

Halo de inibição 19 a 21mm 
 (n = 7) 

Halo de inibição ≤ 15mm  
(n = 15)   

PCR NEGATIVO para os genes: 
blaIMP; blaKPC; blaGES; blaOXA-48 

Análise das Porinas 
OmpK35 e OmpK36 (n =15) 

SDS - PAGE

PCR convencional 
para os genes: 

ompK35 e ompK36
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Tabela 10. Comparação entre os resultados do Teste de Triagem e o Teste 

Confirmatório para detecção fenotípica de carbapenemase das amostras de 

Klebsiella spp. com halo de inibição por disco-difusão ≤ 21 mm para ertapenem  

Identificação da 
amostra 

  Disco Difusão (Ertapenem)  

Halo (mm) Categoriaa Teste de Hodge modificado

30.279 6 R POSITIVO 

31.054 6 R NEGATIVO 

31.964 6 R NEGATIVO 

32.548 6 R POSITIVO 

36.271 6 R NEGATIVO 

36.502 6 R NEGATIVO 

30.556 10 R NEGATIVO 

33.342 10 R NEGATIVO 

33.480 10 R NEGATIVO 

34.815 10 R NEGATIVO 

31.470 11 R NEGATIVO 

33.213 14 R NEGATIVO 

37.055 15 R NEGATIVO 

37.492 15 R NEGATIVO 

37.440 10 R NEGATIVO 

31.055 19 S NEGATIVO 

32.991 19 S NEGATIVO 

31.406 20 S NEGATIVO 

35.227 20 S NEGATIVO 

30.120 21 S NEGATIVO 

30.659 21 S NEGATIVO 

30.984 21 S NEGATIVO 

a. Categoria de sensibilidade interpretada de acordo com o documento M02-A10, CLSI, 
2009; R: resistente; S: sensível. 
  



RESULTADOS 

 67

 

Figura 6. Representação do Teste Hodge positivo. A: controle positivo 

(A28006), B1 e B2: (Amostras Positivas: 30279 e 32548), C: controle negativo 

(A37202) e a cepa de Escherichia coli ATCC 25922.  

 

4.3.3. Confirmação do Perfil de Sensibilidade aos Carbapenens e a 

Cefoxitina pela Metodologia de Diluição em Ágar para as Amostras 

Resistentes a Ertapenem  

As concentrações inibitórias mínimas (CIM) calculadas pela técnica de 

diluição em ágar para os β-lactâmicos ertapenem, imipenem, meropenem e 

cefoxitina estão demonstradas na Tabela 11. 

De acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo documento M07-

A8 (CLSI, 2009) foram observados altos níveis de resistência a cefoxitina (CIM, 

≥16 µg/mL) entre as 15 amostras de Klebsiella pneumoniae. Todas as 

amostras confirmaram a resistência a ertapenem (CIM, ≥8 µg/mL) e três 

amostras apresentaram redução da sensibilidade ao imipenem (CIMs, 4 

µg/mL). Duas amostras apresentaram resistência intermediária (CIM, 8 µg/mL) 

A 

C 
B1 

B2 
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e três amostras foram resistentes para meropenem (CIM, ≥16 µg/mL). Apenas 

uma dessas amostras apresentou resistência concomitante para ertapenem, 

imipenem e meropenem (CIM, 32 µg/mL). 

 

Tabela 11. Perfil de sensibilidade aos β-lactâmicos entre os 15 isolados de K. 

pneumoniae resistentes a ertapenem pela técnica de diluição em ágar. 

  CIM(μg/mL)a
  

Amostras Ertapenem 
(0,125-32μg/mL) 

Imipenem
(0,125-32μg/mL)

Meropenem
(0,125-32μg/mL) 

Cefoxitina
(0,5-512μg/mL)

30.279 32 (R) 4 (S) 16 (R) 64 (R) 

30.556 32 (R) 4 (S) 4 (S) 32 (R) 

31.054 8 (R) 1 (S) 8 (I) 64 (R) 

31.470 8 (R) 1 (S) 2 (S) 64 (R) 

31.964 32 (R) 32 (R) 32 (R) >512 (R)

32.548 16 (R) 4 (S) 32 (R) 128 (R) 

33.213 8 (R) 0,5 (S) 1 (S) 64 (R) 

33.342 16 (R) 1 (S) 2 (S) 64 (R) 

33.480 16 (R) 1 (S) 2 (S) 32 (R) 

34.815 32 (R) 0.5 (S) 1 (S) 64 (R) 

36.271 >32 (R) 2 (S) 8 (I) 64 (R) 

36.502 16 (R) 0.25 (S) 1 (S) 16 (I) 

37.055 8 (R) 0.25 (S) 1 (S) 32 (R) 

37.440 16 (R) <0.125 (S) 0.5(S) 16 (I) 

37.492 8 (R) <0.125 (S) 1 (S) 64 (R) 
a. Categoria de sensibilidade interpretada de acordo com o documento M07-A8, CLSI (2009); 
S: sensível; I: Intermediário e R: resistente 
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4.3.4. Detecção dos Genes Codificadores de β-Lactamases por PCR 

Todas as 94 amostras de Klebsiella spp. produtoras de ESβL 

apresentaram reação da PCR positiva para um ou mais genes codificadores de 

β-lactamases. Desta forma, os genes blaTEM, blaSHV e blaCTX-M foram detectados 

em 84, 86 e 68 amostras, respectivamente (Figura 4).   

A detecção dos genes blaIMP, blaKPC, blaGES e blaOXA codificadores de 

metalo-β-Lactamases e carbapenemases foi realizada apenas para as 15 

amostras de Klebsiella pneumoniae resistentes a ertapenem (Figura 5). Esse 

ensaio revelou que nenhuma das amostras que apresentou atividade in vitro 

contra o ertapenem foi produtora de MβL ou carbapenemase.  

 

4.3.4.1. Multiplex PCR para Detecção dos Genes Codificadores de 

AmpC Plasmidiais 

A identificação dos genes que codificam β-lactamases do tipo AmpC 

plasmidiais foi realizada apenas para as 15 amostras de Klebsiella pneumoniae 

que apresentaram resistência para ertapenem. Estas mesmas amostras foram 

também resistentes para cefoxitina pela metodologia de diluição em ágar, como 

pode ser observado na tabela 8. Todas as amostras testadas apresentaram 

reação negativa para os genes testados na reação da multiplex PCR para 

detecção de AmpC plamidial.  

 

4.3.5. Análise do Sequênciamento e Interpretação dos Resultados 

As reações de sequenciamento foram realizadas para todas as amostras 

de Klebsiella spp. que apresentaram reação da PCR positiva para os genes 

blaTEM; blaSHV e blaCTX-M. Os produtos do sequenciamento foram editados no 
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programa SeqMan e submetidos aos programas (http://www.ebi.ac.uk/fasta33) 

e http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para determinação do percentual de 

homologia entre os produtos sequenciados e as sequências descritas na 

literatura. 

Mais de 80% das amostras sequenciadas para o gene blaTEM 

apresentaram 100% de similaridade com a β-lactamase TEM-1, 15 amostras 

apresentaram o mesmo  percentual de similaridade genética (99%) para as 

para as β-lactamases TEM-1 e TEM-168, concomitantemente. Portanto, não foi 

possível estabelecer a que subtipo da β-lactamase pertencem essas amostras. 

Entre as 86 amostras de Klebsiella spp. que apresentaram reação da PCR 

positiva para o gene blaSHV, 10,5% e 11,6% carreavam as ESβL SHV-5 e SHV-

12, respectivamente. Outras β-lactamases como SHV-1 e SHV-11 foram 

caracterizadas em 33,7% e 24,4% das amostras.   

As ESβLs do tipo CTX-M foram mais prevalentes nas regiões Norte, 

Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. A ESβL do tipo CTX-M-9 foi caracterizada 

somente em uma amostra isolada da região Centro-Oeste do país. A ESβL do 

tipo CTX-M-15 foi identificada em quatro amostras de dois centros da região 

sudeste, uma amostra de um centro da região centro-oeste e seis amostras de 

um único centro da região nordeste (Tabela 13).  

Foi observada uma maior deversidade de ESβL entre as cepas isoladas 

da região Sudeste (Tabela 12). Somente a região Nordeste apresentou a 

peculiaridade de quase 26,3% das cepas carrearem mais de uma ESβL (Figura 

7). Entre todas as β-lactamases descritas neste estudo, as ESβL mais 

prevalentes no território brasileiro foram CTX-M-2 (59,6%) e CTX-M-15 

(11,7%).  
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Tabela 12. Frequência de ESβL detectada nas amostras de Klebsiella spp. de 

acordo com a região brasileira onde foram isoladas. 

Região 
geográfica 

Nº de amostras de 
Klebsiella spp. 

avaliadas 
(N = 167 amostras) 

Nº de amostras 
produtoras de 

ESβL 
(N = 94 amostras) 

Tipos de ESβL 
caracterizadas por região brasileira 

Sudeste N = 76 amostras N = 54 (71%)  SHV-5; SHV-12; SHV-27; SHV-28; 
SHV-108; CTX-M-2; CTX-M-15 

Sul N = 29 amostras N = 9 (31%) SHV-5; SHV-12; CTX-M-2 

Centro-
Oeste N = 21 amostras N = 7 (33,3%) SHV-12; SHV-42; SHV-77; CTX-M-2; 

CTX-M-9; CTX-M-15 

Norte N = 6 amostras N = 5 (83,3%)  SHV-5; SHV-12; CTX-M-2 

Nordeste N = 35 amostras N = 19 (54,2%) SHV-12; SHV-28; SHV-101; CTX-M-2; 
CTX-M-15 
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Tabela 13. Distribuição dos tipos de ESβL detectados nas amostras de 

Klebsiella spp. de acordo com o centro médico, cidade, estado e região brasileira 

onde foram isoladas. 

Centros 
médicos 

Nº de amostras 
enviadas por centro 

médico 

Nº 
Amostras 

produtoras 
de ESβLs

Tipos de ESβLs
caracterizadas 

Cidade / 
Estado 

Região 
geográfica 

Centro 1 (n = 34) K. pneumoniae 
(n = 04) K. oxytoca 29 

SHV-12 (n= 2) 
SHV-27 (n= 2) 
SHV-28 (n= 1) 

CTX-M-2 (n= 24) 
CTX-M-15 (n= 3) 

São Paulo/SP Sudeste 

Centro 2 (n =  03) K. pneumoniae 
(n = 01) K. oxytoca 04 SHV-5 (n=1) 

CTX-M-2 (n=3) São Paulo/SP Sudeste 

Centro 3 (n = 15) K. pneumoniae 11 

SHV-12 (n=3) 
SHV-27 (n=2) 
SHV-28 (n=1) 

CTX-M-2 (n=7) 

São Paulo/SP Sudeste 

Centro 4 (n = 08) K. pneumoniae 05 
SHV-5 (n=2) 

CTX-M-2 (n=2) 
CTX-M-15 (n=1) 

São Paulo/SP Sudeste 

Centro 5 (n = 08) K. pneumoniae 03 SHV-5 (n=1) 
CTX-M-2 (n=2) São Paulo/SP Sudeste 

Centro 6 
(n = 01) K. pneumoniae 
(n = 01) K. oxytoca 
(n = 01) K. ozaenae 

02 SHV-108 (n=2) São Paulo/SP Sudeste 

Centro 7 
(n = 27) K. pneumoniae 
(n = 02) K. oxytoca 08 

SHV-5 (n=3) 
SHV-12 (n=2) 

CTX-M-2 (n=3) 
Porto Alegre/RS Sul 

Centro 12 (n = 06) K. pneumoniae 02 CTX-M-2 (n=1) 
CTX-M-9 (n=1) Goiânia/GO Centro-Oeste

Centro 13 (n = 15) K. pneumoniae 05 

SHV-12(n=1) 
SHV-42 (n=1) 
SHV-77 (n=1) 

CTX-M-2 (n=1) 
CTX-M-15 (n=1) 

Brasília/DF Centro-Oeste

Centro 10 (n = 06) K. pneumoniae 05 
SHV-5(n=1) 

SHV-12 (n=1) 
CTX-M-2 (n=3) 

Belém/PA Norte 

Centro 8 (n = 11) K. pneumoniae 04 SHV-12 (n=1) 
CTX-M-2 (n=3) Natal/RN Nordeste 

Centro 9 (n = 21) K. pneumoniae 15 

SHV-28 (n= 5) 
SHV-101 (n= 2) 
CTX-M-2 (n= 7) 
CTX-M-15 (n= 6) 

Fortaleza/CE Nordeste 

Centro 15 (n = 03) K. pneumoniae NI NI Salvador/BA Nordeste 

NI: Nenhum isolado desse centro foi produtor de ESβL. 
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Figura 7. Frequência dos principais tipos de ESβL detectados em amostras de 

Klebsiella spp. isoladas de infecções de corrente sanguínea nas cinco regiões 

brasileiras. 

Somente SHV = 66,6% 
Somente CTX = 33,3% 

NORTE - frequência 
de ESβL (83,3%)  

NORDESTE- 
frequência de ESβL 
(54,2%)  

CENTRO-OESTE 
frequência de ESβL 
(33,3%)  

SUDESTE- frequência 
de ESβL (71%)  

SUL - frequência 
de ESβL (31%)  

Somente SHV = 42,8% 
Somente CTX = 57,2% 

Somente SHV = 40% 
Somente CTX = 60% 

Somente SHV = 15,8% 
Somente CTX = 57,9% 
SHV + CTX = 26,3% 

Somente SHV = 22,3% 
Somente CTX = 68,5% 
SHV + CTX = 9,2% 
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4.3.6. Teste de Hidrólise para Detecção de Carbapenemase 

O teste de hidrólise enzimática foi realizado para as 15 amostras de K. 

pneumoniae resistentes a ertapenem avaliadas neste estudo. Todas as 

amostras apresentaram resultado negativo na presença dos substratos 

ertapenem, imipenem e meropenem. 

 

4.3.7. Avaliação da Similaridade Genética entre as Amostras de 

Klebsiella pneumoniae Resistentes a Ertapenem 

A análise da similaridade genética pela técnica do PFGE demonstrou 

uma variabilidade genética representada por sete diferentes padrões 

moleculares de PFGE (De “A” a “G”). As 15 cepas de K. pneumoniae 

resistentes a ertapenem foram isoladas de oito diferentes centros médicos, 

representados pelas regiões Sudeste, Cento-Oeste e Nordeste. 

Como pode ser observado na Tabela 14, os subtipos “A1”, “A2” e “A3” 

foram encontrados em três difrentes centros médicos localizados na cidade de 

São Paulo. O centro médico 3 apresentou três diferentes padrões “B”, “C” e “D” 

caracterizando uma diversidade clonal. Entretanto, o mesmo padrão “B” de 

PFGE foi caracterizado em cepas avaliadas nos centros 3 e 4, ambos centros 

médicos pertencem a região sudeste. Dois subtipos do padrão “F” foram 

observados em três amostras (33213, 37440 e 36502) isoladas de dois 

diferentes centros médicos, localizados em diferentes capitais da região 

nordeste do país. O padrão “G” foi determinado na única amostra (37055) que 

representou a região centro-oeste do Brasil. 
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Tabela 14. Similaridade genética entre as 15 amostras de K. pneumoniae 

resistentes a ertapenem de acordo com o centro médico e a região geográfica 

onde foram isoladas.  

Amostra 
Padrão de PFGE 

Tenover et al., 1995 
Centro Médico Região Geográfica 

34.815 A1 2 Sudeste 

31.470 A1 1 Sudeste 

33.480 A2 1 Sudeste 

30.556 A2 5 Sudeste 

31.054 A3 5 Sudeste 

36.271 B 4 Sudeste 

37.492 B 3 Sudeste 

30.279 C 3 Sudeste 

31.964 D1 1 Sudeste 

33.342 D2 3 Sudeste 

32.548 E 5 Sudeste 

37.440 F1 9 Nordeste 

33.213 F1 9 Nordeste 

36.502 F2 8 Nordeste 

37.055 G 13 Centro-oeste 

 

Os dados obtidos a partir do gel de PFGE corroboram com a análise do 

dendograma (Figura 8) realizada através do programa BioNumerics onde 

também foram encontrados sete diferentes padrões de PFGE, com coeficiente 

de similaridade acima de 80% entre os isolados pertencentes ao mesmo 

padrão de PFGE.   

Embora as cepas representadas pelo padrão “A” tenham apresentado 

um coeficiente de similaridade de 86,2%, dois pares de amostras dos subtipos 

“A1” e “A2” apresentaram similaridade genética de 96,6% e 92,3%. O padrão B 

apresentou um coeficiente de similaridade de 100%, entre si.  O padrão “F”, 

que apresentou dois subtipos (F1 e F2), apresentou um coeficiente de 
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similaridade de 85,7%, sendo que entre os dois isolados pertencentes ao 

subtipo F1 (37440 e 36502) foi observado um coeficiente de similaridade de 

100%. 

 

 

Figura 8. Dendograma pelo programa BioNumerics demonstrando o 

coeficiente de similaridade entre as 15 amostras de K. pneumoniae resistentes 

a ertapenem . Padrão de PFGE segundo critérios de Tenover, 1995. 

 

4.3.8. Avaliação do Perfil das Proteínas de Membrana Externa  

Como pode ser visibilizado nas Figuras 9A e 9B, a análise do perfil das 

proteínas de membrana externa pela técnica de SDS-PAGE demonstrou a 

presença de uma única banda, em nove (amostras: K1, K2, K9, K10, K11, K12, 

K13, K14 e K20) das 15 amostras que apresentaram resistência ao ertapenem. 

Possivelmente, a banda visibilizada corresponde a OmpA, sugerindo, portanto, 

Padrão de PFGE 
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a ausência da expressão das proteínas OmpK35 e OmpK36. Embora, a 

amostra K20 faça parte do grupo das nove amostras citadas acima, devido à 

falta de espaço no gel de poliacrilamida, a mesma não foi demonstrada nas 

figuras 9A e 9B. 

Seis amostras (K3, K5, K6, K7 e K15) apresentaram além da OmpA, 

uma banda de aproximadamente 36 KDa. Entretanto não foi possível 

estabelecer com precisão qual das porinas foi expressa somente por meio da 

técnica de SDS-PAGE.  

A expressão da proteína OmpA visibilizada em todas as amostras 

avaliadas foi interpretada como um importante controle da qualidade da 

extração das OMPs.  
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Figuras 9A e 9B. Perfil das proteínas de membrana externa em gel de 

Poliacrilamida 12%, pela técnica de SDS-PAGE. Amostras de K. pneumoniae 

resistentes a ertapenem (K1, K2, K3, K5, K6, K7, K9, K10, K11, K12, K13, K14 

e K17); S: amostra de K. pneumoniae sensível aos β-lactâmicos; M: padrão de 

peso molecular baixo. 

 

4.3.9. Avaliação dos Genes que Codificam as Porinas OmpK35 e 

OmpK36  

Entre as 15 amostras de K. pneumoniae resistentes a ertapenem foram 

observados cinco perfis de amplificação para os genes ompK35 e ompK36 

(Figuras 10A e 10B): (i) produto de amplificação com o tamanho esperado 

(1000 pb) para os dois genes (amostras: K3, K5, K7, K13 e K15); (ii) produto de 

amplificação com o tamanho esperado para o gene ompK35 e > 2000 pb para 

K9     K10     K11    K12    K13     K14    K17      S       M 

K1       K2      K3      K5      K6      K7      K15     S      M 

OmpA 
36KDa 

45 KDa 

66 KDa 

36KDa 

45 KDa 

66 KDa 

OmpA 
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o gene ompK36 (amostras: K2, K6 e K10); (iii)  produto de amplificação com o 

tamanho esperado para ompK36 e > 2000 pb para ompK35 (amostras: K1 e 

K17); (iv) produto de amplificação com o tamanho > 2000 pb para ompK35 e 

ompK36 (amostra: K12) e (v) ausência de produto amplificado para ompK35 e 

ompK36 (amostras: K9, K11, K14 e K20). 

 
 

             
 
Figuras 10A e 10B. Eletroforese em gel de agarose 1,5% do produto de 

amplificação da PCR para os genes que codificam as porinas OmpK35 (Figura 

10A) e OmpK36 (Figura 10B). M: padrão de peso molecular (100 pb). Amostras 

de K. pneumoniae resistentes a ertapenem (K1, K2, K3, K5, K6, K7, K9, K10, 

K11, K12, K13, K14, K17 e K20); C(-): controle negativo; C(+): controle positivo 

(K. pneumoniae produtora de ESβL ATCC 700603). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Este estudo permitiu a caracterização dos possíveis mecanismos de 

resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos em amostras de Klebsiella spp. 

obtidas de um programa de vigilância de ICS envolvendo 13 centros médicos 

brasileiros. Considerando-se a reduzida disponibilidade de opções 

terapêuticas, agravada pelo progressivo aumento de episódios de ICS causada 

por Klebsiella spp. multirresistente, frequentemente isoladas em hospitais 

brasileiros, este estudo contribuiu com novos elementos que devem ser  

agregados ao panorama atual de ICS hospitalar no Brasil, tais como: (i) o perfil 

de sensibilidade aos antimicrobianos entre amostras de Klebsiella spp. 

produtoras e não produtoras de ESβL; (ii) a caracterização molecular das β-

lactamases dos tipos TEM, SHV e CTX entre os isolados brasileiros de 

Klebsiella spp. e sua distribuição entre as diferentes regiões geográficas; (iii) a 

emergência da β-lactamase CTX-M-15 e a persistência da β-lactamase CTX-

M-2; (iv) a acurácia do Teste de Hodge modificado para este grupo de 

amostras, e (v) associação de mecanismos de resistência, justificando a 

diminuição da sensibilidade aos carbapenens. 

 

Dados epidemiológicos 

 

Apesar deste estudo não ter sido desenhado para avaliar os principais 

fatores de risco relacionados à ICS hospitalar por Klebsiella spp., constatamos 

que mais de 40% das amostras foram provenientes de infecção primária por 

uso de cateter venoso, seguido por infecção do trato respiratório inferior 
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(13,6%) e infecção do trato urinário (12,4%). Os dados apresentados divergem 

dos descritos por Marra e colaboradores, que estudaram 108 pacientes com 

ICS hospitalar por K. pneumoniae, em hospital universitário brasileiro. Os 

autores observaram que a fonte mais comum para aquisição de bacteremia foi 

infecção respiratória (38% dos casos), seguida por infecção abdominal (25,9%) 

e uso de cateter venoso (13,9%) (Marra et al. 2006). Tumbarello e 

colaboradores, ao estudarem retrospectivamente 147 casos de ICS ocasionada 

por K. pneumoniae provenientes do Hospital da Universidade Católica de 

Roma, constataram que a fonte mais comum de bacteremia, tanto para o grupo 

de amostras produtoras de ESβL, quanto para o grupo de amostras não 

produtoras, foi infecção do trato urinário (29 e 17%), seguido por infecção do 

trato respiratório (8 e 12%) e cateter venoso central (2 e 3%), respectivamente 

(Tumbarello et al. 2006).  

Provavelmente, a divergência entre os dados descritos acima está 

relacionada aos diferentes critérios de inclusão de pacientes entre os diversos 

estudos. O presente trabalho avaliou prospectivamente amostras de Klebsiella 

spp. isoladas exclusivamente da primeira hemocultura do paciente. Os outros 

estudos aqui descritos avaliaram, retrospectivamente, pacientes com resultado 

prévio de hemocultura positiva para K. pneumoniae, independentemente de 

terem sido provenientes da primeira hemocultura do paciente. Este fato pode 

ter selecionado pacientes com maior tempo de internação e utilização de 

dispositivos como sonda vesical de demora e necessidade de ventilação 

mecânica.  
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Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e frequência de ESβL   

 

No presente estudo, a prevalência das ICS causadas por Klebsiella spp. 

produtoras de ESβL foi de 56,2%. Resultados semelhantes foram descritos em 

dois estudos anteriores, também realizados no Brasil com taxas de 51% e 

41,7% de K. pneumoniae isoladas de ICS e produtoras de ESβL (Marra et al. 

2006;Ribas et al. 2007). Andrade e colaboradores relataram em um estudo 

multicêntrico brasileiro que a incidência de Klebsiella spp. produtora de ESβL 

foi detectada em, aproximadamente, 50% das amostras avaliadas de quatro 

diferentes sítios infecciosos (Andrade et al. 2008). De acordo com pesquisas 

realizadas em vários continentes, Winokur e colaboradores reportaram que, no 

período de 1997 a 1999, a América Latina deteve o primeiro lugar na incidência 

mundial de Klebsiella spp. produtora de ESβL (45,4%), seguida pela região do 

Pacífico Ocidental (24,6%), Europa (22,6%), Estados Unidos (7,6%) e Canadá 

(4,9%) (Winokur et al. 2001). Em outro estudo, realizado em um período de 

seis anos (1997-2002), Biedenbach e colaboradores reportaram que 42,7% das 

amostras de Klebsiella spp. isoladas de ICS da América Latina apresentaram 

fenótipo ESβL, seguidas de 21,7% na Europa e 5,8% na América do Norte 

(Biedenbach et al. 2004).  

Resultados semelhantes aos descritos nesse estudo também foram 

relatados por outras instituições internacionais. De modo geral, a disseminação 

de patógenos produtores de ESβL tem sido mais expressiva nos países que 

detém poucos recursos econômicos. Isso fica claro quando se compara os 

dados de prevalência de ESβL na Suécia (3%) versus Grécia, Turquia e 

Portugal (>25%) (Paterson and Bonomo 2005), América do Sul (>30%) ou 
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mesmo o Brasil (>50%) (Marra et al. 2006;Sader et al. 2002) (Andrade et al. 

2008). Villegas e colaboradores descreveram algumas razões que poderiam 

justificar essa disparidade: (i) baixas condições sócio-econômicas; (ii) hospitais 

que excedem sua capacidade de atendimento; (iii) automedicação da 

população, devido à falta de rigor na venda destes compostos pelas farmácias; 

(iv) deficiência nos cuidados de assepsia hospitalar, resultando em altas taxas 

de colonização e infecção por Klebsiella spp. produtora de ESβL (Villegas et al. 

2008).  

Encontra-se bem descrito na literatura que a produção de ESβL em 

microrganismos Gram negativos gera um impacto clínico significativo nos 

serviços de saúde em todo o mundo. Esse fato reforça, cada vez mais, a 

necessidade de adesão a programas de racionalização e/ou uso criterioso de 

antimicrobianos em estabelecimento hospitalares, assim como enfatiza a 

importância de implementação de medidas de barreira que evitem ou reduzam 

as taxas de disseminação desses importantes determinantes de resistência.  

O desenvolvimento das cefalosporinas de amplo espectro, no início da 

década de 80, foi considerado uma grande adição ao arsenal terapêutico na 

luta contra os organismos produtores de β-lactamases. Porém, o aumento da 

prevalência das infecções causadas por enterobactérias, bem como as altas 

taxas de resistência aos antimicrobianos, comprometeu gravemente a eficácia 

desses antibióticos (Perez et al. 2007).  

 No presente estudo foram detectadas altas taxas de resistência aos 

agentes antimicrobianos avaliados contra as amostras clínicas de Klebsiella 

spp. isoladas de treze hospitais brasileiros, representativos das cinco regiões 

geográficas. Somente os carbapenens apresentaram boa atividade contra 
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esses isolados (CIM50 ≤1,0 μg/ml), sendo que o imipenem (97,8% de 

sensibilidade) apresentou uma taxa de sensibilidade discretamente maior que o 

meropenem (94% de sensibilidade). 

Estes achados reforçam a dificuldade para a seleção da terapia 

antimicrobiana adequada para o tratamento dessas infecções. Entretanto, é 

importante ressaltar que, ao avaliarmos separadamente as amostras 

produtoras e não produtoras de ESβL, foi notável a importância dessa 

distinção; pois as amostras produtoras de ESβL apresentaram, de modo geral, 

baixo percentual de sensibilidade para ciprofloxacina (28,7%) e levofloxacina 

(32,9%). Estes achados podem ser decorrentes de pressão seletiva pela ampla 

utilização de quinolonas para o tratamento de infecções do trato urinário 

comunitárias e/ou hospitalares. 

Resultados muito semelhantes para as cefalosporinas, aminoglicosídeos 

e fluoroquinolonas foram descritos pelo Programa SENTRY – Brasil, no período 

de 2003-2008. Entretanto, as taxas de sensibilidade para β-lactâmicos 

combinadas a inibidores de β-lactamases (piperacilina/tazobactam - 43,2% de 

sensibilidade) foram discordantes das apresentadas neste estudo, onde 

piperacilina/tazobactam e ticarcilina/clavulanato foram ativas, somente contra 

7,4% e 4,2%, respectivamente das amostras de Klebsiella spp. produtoras de 

ESβL. Esses resultados representaram as menores taxas de sensibilidade 

entre todos os antimicrobianos avaliados nesse estudo. De acordo com dois 

estudos descritos por Tumbarello e colaboradores, ao analisarem amostras de 

K. pneumoniae  produtoras de ESβL isoladas de ICS durante um período de 

cinco anos, na cidade de Roma, constataram baixos níveis de sensibilidade 
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para a ciprofloxacina (52,1%) e piperacilina/tazobactam (58,3%) (Tumbarello et 

al. 2006). 

As altas taxas de resistência aos antimicrobianos entre as amostras de 

Klebsiella spp. produtoras de ESβL não são exclusividade de hospitais 

brasileiros. Um estudo realizado por Rossi e colaboradores avaliou amostras 

de 11 países latino-americanos durante um período de quatro anos e revelou 

que as taxas de sensibilidade para as amostras de K. pneumoniae na América 

Latina foram discretamente maiores que as taxas descritas neste estudo (Rossi 

et al. 2008). O programa TEST norte-americano detectou baixa frequência de 

ESβL (8,9%) entre isolados de Klebsiella spp., entretanto, as taxas de 

sensibilidade para  meropenem (68,8%) e levofloxacina (23,1%) foram ainda 

menores que as descritas no presente estudo (Dowzicky and Park 2008;Rossi 

et al. 2008). Este fato pode estar associado à presença de outros mecanismos 

de resistência nas amostras norte-americanas produtoras de ESβL, ainda não 

prevalentes entre isolados brasileiros, como a presença de carbapenemases 

do tipo KPC.  

Não se sabe ao certo se os resultados descritos no presente estudo 

representam o atual perfil de resistência a piperacilina/tazobactam entre 

isolados brasileiros de produtores de ESβL. Esta análise foi realizada a partir 

de amostras previamente congeladas, o que, de acordo com o manual de 

instruções do sistema BD Phoenix, pode interferir nos resultados in vitro para β-

lactâmicos combinados aos inibidores de β-lactamases (Painel NMIC/ID 104; 

Becton Dickinson, Sparks, MD 21152, USA). Entretanto, Sader e colaboradores 

também relataram a baixa atividade de piperacilina/ tazobactam (39,4%) e 

ticarcilina/clavulanato (8,1%) contra amostras de Klebsiella spp. isoladas de 
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ICS no Brasil (Sader et al. 2001). Foi documentado em alguns estudos que, 

embora as ESβL sejam inibidas pelos inibidores de β-lactamases por testes in 

vitro (tazobactam e ácido clavulânico), um percentual dessas cepas podem 

apresentar resistência às associações β-lactâmicos/inibidores de β-lactamases, 

provavelmente devido a outros mecanismos de resistência. 

 

Tipos de β-lactamases identificadas nos centros brasileiros  

 

Até o momento, não se tem informações significativas sobre a 

frequência dos tipos de ESβL prevalentes no Brasil, apenas dispõe-se de 

alguns trabalhos envolvendo curtos relatos da emergência ou disseminação de 

algumas β-lactamases em centros ou cidades brasileiras específicas, o que 

não reflete completamente a distribuição real das ESβL no território brasileiro. 

Entretanto, o presente estudo permitiu, de forma pioneira, a caracterização 

molecular dos principais tipos de β-lactamases TEM, SHV e CTX disseminadas 

em unidades hospitalares brasileiras. 

No presente estudo, foram utilizados os testes fenotípicos de triagem e 

confirmatório processados pelo sistema automatizado BD Phoenix®, seguido 

pelos métodos moleculares da PCR e sequenciamento para detecção e 

confirmação de uma ou mais ESβLs do grupo 2be. Optamos por trabalhar com 

um método menos abrangente que a metodologia do Ponto Isoelétrico (PI), 

mas que permitisse identificar as cepas produtoras dos tipos de ESβL mais 

relevantes no contexto nacional. Apesar de não ter sido avaliado neste estudo 

a prevalência de ESβL dos grupos VEB, GES, PER e OXA, que eventualmente 

podem ser encontradas compondo um mesmo integron, estes grupos de ESβL 
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deverão ser avaliados nesta mesma coleção de amostras em estudos 

posteriores, pois a presença destas enzimas tem sido relatada 

esporadicamente em alguns países da América do Sul (Celenza et al. 

2006;Dropa et al. 2009;Quinteros et al. 2003;Vignoli et al. 2005).  

Devido à grande extensão do território brasileiro constatamos diferenças 

significativas quanto à frequência de Klebsiella spp. de ICS produtoras de 

ESβL, com taxas que variaram de 31% na região Sul a 83% na região Norte. 

Entre outros fatores é importante ressaltar que a alta frequência descrita para a 

região Norte do Brasil provavelmente esteve relacionada ao fato de ter sido 

avaliado um reduzido número de amostras, entre as quais apenas uma não foi 

produtora de ESβL.  

Entre as 94 amostras confirmadas por PCR para a presença de genes 

codificadores de β-lactamases, 84 carreavam o gene blaTEM, e 86 e 68 

carreavam os genes blaSHV e blaCTX-M, respectivamente. De modo geral, foram 

caracterizados neste estudo que 59,6%, 11,7%, 9,6% e 11,7% das amostras 

produtoras de ESβL carreavam as enzimas CTX-M-2, CTX-M-15, SHV-5 e 

SHV-12, respectivamente. Entretanto, outras ESβL foram descritas com menor 

frequência no contexto brasileiro: SHV-27, SHV-28, SHV-42, SHV-101, SHV-

108 e CTX-M-9. Apesar de ter sido constatado que a maioria das amostras 

deste estudo carreava apenas um tipo de ESβL, entre as três β-lactamases 

avaliadas, é muito importante ressaltar que 73,4%, 30,8% e 22,3% das 

amostras produtoras de ESβL carreavam também as β-lactamases TEM-1 e 

SHV-1 ou SHV-11, respectivamente.  

Poucos estudos brasileiros caracterizaram os tipos de ESβL de amostras 

de K. pneumoniae provenientes de sítios estéreis, como hemoculturas. Garcia 
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e colaboradores, ao descreverem um surto multiclonal de K. pneumoniae 

isolada de uma UTI neonatal na cidade de São Paulo, caracterizaram a 

produção de CTX-M-2 e emergência de CTX-M-59. Somente uma amostra foi 

produtora apenas da enzima SHV-5 e as demais amostras carreavam as β-

lactamases TEM-1, SHV-1, SHV-11, SHV-77 e SHV-85. Entretanto, a maioria 

destas amostras era proveniente de cultura de vigilância e não de doença 

invasiva (de Oliveira et al. 2008). Corkill e colaboradores relataram a 

caracterização da ESβL SHV-27 identificada e descrita pela primeira vez no 

Brasil em duas cepas de K. pneumoniae isoladas de hemocultura de neonatos, 

na região Nordeste do Brasil (Corkill et al. 2001). Dropa e colaboradores 

caracterizaram em uma única cepa de K. pneumoniae, isolada de infecção 

urinária, a emergência de três novas variantes gênicas de ESβL blaSHV-40, 

blaTEM-116 e blaGES-7 (Dropa et al. 2009). Monteiro e colaboradores 

caracterizaram as enzimas CTX-M-2 e KPC-2 em quatro amostras de K. 

pneumoniae isoladas da corrente sanguínea e urina de pacientes 

hospitalizados na região nordeste do Brasil (Monteiro et al. 2009). De maneira 

semelhante, Peirano e colaboradores descreveram CTX-M-1; CTX-M-2; CTX-

M-8 e KPC-2 em amostras de K. pneumoniae isoladas na região Sudeste do 

Brasil (Peirano et al. 2009).  

Semelhante aos dados descritos neste estudo, as enzimas SHV-5 e 

SHV-12 além de caracterizarem as primeiras ESβL descritas no final da década 

de 80 na Argentina e no Chile, atualmente estão descritas entre os principais 

membros circulantes dessa família na América do Sul e Europa (Coque et al. 

2008;Villegas et al. 2008). Em alguns países localizados no sul da Europa 

como Itália e Espanha, a enzima SHV-12 é caracterizada como uma das ESβL 
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mais prevalentes em cepas hospitalares de K. pneumoniae e está cada vez 

mais relacionada a infecções comunitárias por E. coli (Caccamo et al. 

2006;Valverde et al. 2004). Já a enzima SHV-5 está amplamente disseminada 

nos países da Costa Oeste da Europa (Coque et al. 2008). 

Neste estudo a frequência da β-lactamase TEM-1 ficou comprometida, 

devido à inespecificidade do produto sequenciado para este gene em 15 

amostras, que apresentaram 99% de similaridade genética para as β-

lactamases TEM-1 e TEM-168 (nº de acesso GenBanK FJ919776). Dessa 

forma, será necessário sequenciar a região promotora do gene, para que seja 

definido se tais amostras são ou não produtoras de ESβL. Diante deste 

resultado, foi constatado que a incidência deste tipo de ESβL em isolados 

brasileiros se mostrou diferente do que encontra-se descrito em outras partes 

do mundo. Karen Bush descreveu que as enzimas TEM-10 e TEM-26 estão 

entre os principais tipos de TEM relatados nos Estados Unidos (Bush 2008). 

Entretanto, a caracterização de surtos, associados com a produção de TEM-10 

e TEM-26 neste país parece ter diminuído e isso talvez esteja relacionado à 

substituição da ceftazidima por outros antimicrobianos no ambiente hospitalar 

(Bradford et al. 1997;Bush 2008). Mais recentemente, Jacoby e Munoz-Price 

descreveram que estes tipos de TEM são altamente frequentes na América do 

Sul (Villegas et al. 2008). Na Europa, merecem destaque as enzimas TEM-3 e 

TEM-4, frequentemente associadas a clones epidêmicos de K. pneumoniae na 

França e Espanha, enquanto a enzima TEM-24 foi bem caracterizada em 

clones de E. aerogenes na Bélgica, França, Portugal e Espanha (Arpin et al. 

2007;Galas et al. 2008;Machado et al. 2007). Atualmente, essas enzimas 

também foram caracterizadas em E. coli e P. mirabilis recuperadas na 
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comunidade (Arpin et al. 2007;Machado et al. 2007). De acordo com os dados 

brasileiros, não foi constatada alta prevalência das ESβL dos tipos TEM e SHV. 

Este fato pode estar relacionado ao maior uso de ceftriaxona para o tratamento 

de pacientes com infecções comunitárias causadas por Enterobactérias que 

necessitem de admissão hospitalar. Este antimicrobiano é o substrato 

preferencial das enzimas CTX-M-2, enquanto a ceftazidima é o substrato 

preferencial para seleção de mutantes dos tipos TEM e SHV. Por outro lado, a 

ceftazidima é um antimicrobiano amplamente utilizado para o tratamento de 

infecções hospitalares no Brasil e seria esperada uma maior frequência de 

ESβL dos tipos SHV e TEM no nosso meio. 

Assim como no Brasil, a enzima CTX-M-2 tornou-se claramente uma das 

ESβL mais predominantes na Argentina em 2002, onde foi detectada em 75% 

das Enterobactérias produtoras de ESβL isoladas em Buenos Aires (Villegas et 

al. 2008). Na Colômbia, sete amostras de K. pneumoniae isoladas de três 

diferentes hospitais produziam enzimas do grupo CTX-M-1 e em um isolado, foi 

caracterizado a enzima CTX-M-12 (Villegas et al. 2004). Este foi o primeiro 

relato de CTX-M-12 fora do Quênia, onde, em 2001, essa enzima foi detectada 

em K. pneumoniae isoladas de seis recém-nascidos (Kariuki et al. 2001). 

Pallecchi e colaboradores relataram, no Peru e Bolívia, a detecção de CTX-M-

2, CTX-M-14, CTX-M-15, CTX-M-24 e, recentemente, uma nova variante CTX-

M-56 em amostras de E. coli (Pallecchi et al. 2004;Pallecchi et al. 2007). 

Um fato curioso desde a descrição da primeira ESβL, é a presença de 

múltiplas β-lactamases em isolados resistentes às cefalosporinas. Inicialmente 

a presença de duas a quatro β-lactamases era descrita em amostras com 

fenótipo ESβL (Bradford et al. 2004;Hanson et al. 1999). Moland e 
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colaboradores descreveram a produção de oito diferentes β-lactamases 

caracterizadas em uma única cepa de K. pneumoniae isolada de secreção 

respiratória, na cidade de Nova Iorque (Moland et al. 2007). A presença de 

mais de uma ESβL foi também documentada nas amostras do presente estudo, 

reforçando a capacidade das amostras brasileiras de K. pneumoniae em 

acumular vários determinantes de resistência.  

O ideal seria que o uso de cefalosporinas de amplo espectro e 

fluoroquinolonas para o tratamento de Enterobactérias fosse restrito aos casos 

em que alternativas terapêuticas estabelecidas de acordo com as diretrizes 

locais não se mostrassem eficientes. Dessa forma, poderíamos reduzir a 

seleção e a persistência de clones de ESβL disseminados com plasmídios 

conjugativos entre diferentes cepas, reduzindo também o acúmulo de genes de 

resistência aos antibióticos. 

 

Predominância de CTX-M-2 e emergência de CTX-M-15  

 

De forma similar ao que aconteceu com as cepas de Klebsiella spp. 

produtoras das ESβL TEM e SHV, neste estudo foram relatadas altas taxas de 

co-resistência a antimicrobianos potencialmente ativos, como fluoroquinolonas 

e aminoglicosídeos entre as cepas também produtoras da ESβL CTX-M 

(Rossolini et al. 2008). A produção deste tipo de β-lactamase apresenta 

implicações clínicas idênticas à produção de outras ESβL, resguardando os 

carbapenens como a única opção terapêutica entre os β-lactâmicos para o 

tratamento de infecções graves causadas por K. pneumoniae produtoras deste 

mecanismo de resistência (Paterson and Bonomo 2005).  
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A ESβL CTX-M-15 difere da CTX-M-3 pela substituição do ácido 

aspártico na posição 240 para o aminoácido glicina (Asp240 - Gly). Esta 

substituição aumenta a atividade hidrolítica contra ceftazidima, que não é 

conhecida como o substrato preferencial para as ESβL do tipo CTX-M (Poirel et 

al. 2002).  

Foi constatado neste estudo que 72,3% das Klebsiella spp. produtoras 

de ESβL carreavam o gene blaCTX-M. O grupo de ESβL CTX-M-2 continuou 

prevalente entre as amostras brasileiras (59,6%), seguido pelos primeiros 

relatos brasileiros da ESβL CTX-M-15 caracterizada nas regiões Sudeste, 

Centro-oeste e Nordeste do Brasil. Desde que foi caracterizada pela primeira 

vez na Índia em 1999, esta ESβL tornou-se o tipo de CTX-M mais reportado em 

todo o mundo (Bauernfeind et al. 1990;Rossolini et al. 2008). 

A emergência e a ampla disseminação da enzima CTX-M-15 na maioria 

dos países europeus, incluindo os países Nórdicos, onde a prevalência de 

ESβL é baixa, é um dos achados mais relevantes associado à epidemiologia 

atual de ESβL na Europa (Coque et al. 2008;Damjanova et al. 2008;Lau et al. 

2008;Lytsy et al. 2008;Oteo et al. 2006;Yumuk et al. 2008). Esta enzima é, 

cada vez mais, associada a infecções comunitárias, incluindo centros de 

saúde, conforme documentado em estudos na França, Espanha e Turquia 

(Galas et al. 2008;Livermore et al. 2007;Yumuk et al. 2008). Carrer e 

colaboradores descreveram um surto de K. pneumoniae produtora de CTX-M-

15 isolada em swab retal de pacientes internados na UTI de um hospital 

francês, 92% dos pacientes foram colonizados e somente três pacientes 

desenvolveram quadro infeccioso por este agente. Esse dado ressalta a 
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possibilidade de disseminação clonal de K. pneumoniae produtora de CTX-M 

em unidades hospitalares (Carrer et al. 2009).  

Apesar deste tipo de β-lactamases ser prevalente em diversas partes do 

mundo, não havia relatos quanto a sua disseminação nos Estados Unidos 

(Bush 2008). No entanto, nos últimos dois anos, importantes estudos 

descreveram a presença deste tipo de ESβL em Enterobactérias em diferentes 

estados americanos, incluindo a produção de CTX-M-15 em cepas de 

Enterobactérias isoladas de nove centros médicos americanos (Castanheira et 

al. 2008;McGettigan et al. 2009). Mais recentemente, Sidjabat e colaboradores 

descreveram, no Oeste da Pensilvânia, um surto de E.coli onde 81% das 

amostras eram produtoras da ESβL CTX-M, entre as quais 65,4% eram 

produtoras de CTX-M-15 (Sidjabat et al. 2009).  

O fato é que a produção destas β-lactamases emergiu mundialmente e, 

atualmente, a persistente disseminação deste determinante de resistência é 

preocupante e caracterizado como um problema global, especialmente em 

algumas áreas como a Europa e a América Latina (Paterson and Bonomo 

2005;Villegas et al. 2008). Estudos adicionais prospectivos necessitam ser 

realizados em amostras brasileiras de K. pneumoniae causadoras de ICS, para 

verificar se a CTX-M-2 continuará prevalente em nosso meio, ou se, 

futuramente, a CTX-M-15 pode vir a se tornar a ESβL predominante. 

 

Acurácia do Teste de Hodge modificado  

 

Em função da emergência mundial de Enterobactérias resistentes a 

carbapenens pela produção de β-lactamases do grupo 2f, o CLSI emitiu, em 
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2009, uma importante recomendação, que descreve a realização de uma 

técnica fenotípica conhecida como teste de Hodge modificado. Este teste é 

recomendado para amostras de K. pneumoniae que apresentem halo de 

inibição ≤ 21mm para ertapenem e/ou meropenem, para detecção de 

carbapenemases. Entre as 22 amostras avaliadas por este teste, apenas duas 

(9%) apresentaram positividade para o teste de Hodge. Embora estas duas 

amostras tenham apresentado elevadas CIM para ertapenem e meropenem, 

em nenhuma das amostras foi detectada a presença de carbapenemases ou 

MβL pela técnica da PCR. As duas amostras foram produtoras das β-

lactamases CTX-M-2 e TEM-1. Uma das amostras produziu 

concomitantemente SHV-11 e a outra SHV-12. 

De acordo com Pasteran e colaboradores, a falsa positividade dessa 

metodologia, sugerindo a produção de carbapenemase, pode estar diretamente 

relacionada à elevada produção de ESβL, especialmente cefotaximases. Os 

autores sugerem que os resultados falso-positivos possam ocorrer em locais 

como a Argentina, onde é alta a frequência de cepas com sensibilidade 

diminuída aos carbapenens, embora a prevalência de carbapenemases seja 

baixa (Pasteran et al. 2009). Nossos resultados são semelhantes, refletindo a 

baixa frequência de carbapenemases entre K. pneumoniae no Brasil. Talvez a 

baixa acurácia da metodologia utilizada nas amostras apresentadas neste 

estudo esteja relacionada à alta prevalência de outros mecanismos de 

resistência que possam agir como interferentes, como a produção de ESβL e a 

alteração de permeabilidade de membrana, tão comuns em amostras de 

Klebsiella spp. isoladas de hospitais brasileiros. Estes dados ressaltam as 

dificuldades para a execução destas recomendações em regiões onde a 
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produção da ESβL CTX-M é endêmica, indicando a necessidade de outras 

metodologias, diferentes do Teste de Hodge e que estejam adequadas à 

frequente resistência a carbapenens, devido a outros mecanismos de 

resistência que não a produção de carbapenemase. 

O ideal é que tais métodos de detecção sejam acessíveis às rotinas dos 

laboratórios de microbiologia no Brasil e que possam garantir a realização de 

intervenções em tempo real pela equipe de controle de infecção hospitalar.  

 

Associação de mecanismos de resistência que justificam a diminuição 

da sensibilidade aos carbapenens 

 

Os carbapenens constituem os antimicrobianos de escolha para o 

tratamento dos diferentes tipos de infecções causadas por Klebsiella spp. 

produtora de ESβL (Queenan and Bush 2007). No entanto, é cada vez mais 

frequente o isolamento de amostras resistentes a estes agentes. Entre os 

principais mecanismos responsáveis por resistência aos carbapenens em 

amostras de enterobactérias, temos: (i) a produção de carbapenemases, seja 

da classe A ou B de Ambler; e (ii) a associação de mecanismos de 

impermeabilidade aos beta-lactâmicos a mecanismos enzimáticos, tais como a 

perda de porinas associadas à produção de ESβL ou AmpC, ainda que tais 

enzimas não hidrolisem carbapenens com eficácia (Elliott et al. 2006;Rossolini 

et al. 2008). 

Leavitt e colaboradores reportaram uma taxa de resistência a ertapenem 

de 2,3% entre 663 amostras de K. pneumoniae produtoras de ESβL isoladas 

em seis hospitais israelenses e constataram, ainda, que a resistência a 
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ertapenem esteve associada à produção de múltiplas ESβL e à perda de 

expressão da OmpK36 (Leavitt et al. 2009). Behera e colaboradores ao 

avaliarem 205 cepas de enterobactérias produtoras de ESβL isoladas de 

distintos sítios infecciosos de dois diferentes hospitais indianos, constataram 

que, 7%, 4% e 5% das cepas foram resistentes a ertapenem, imipenem e 

meropenem, respectivamente (Behera et al. 2009). 

Wang e colaboradores caracterizaram a produção de AmpC plasmidial 

(DHA-1), a produção das enzimas TEM-1 e CTX-M-14 e a perda de expressão 

da porina OmpK36, como resultado do perfil de resistência a ertapenem e 

redução de sensibilidade a imipenem e meropenem, em duas amostras de K. 

pneumoniae não relacionadas geneticamente (Wang et al. 2009). 

Recentemente, Nicoletti e colaboradores descreveram os mecanismos 

de resistência apresentados por isolados clínicos de K. pneumoniae resistentes 

a ertapenem (n=32), isoladas de diferentes sitios, provenientes de 10 hospitais 

brasileiros. Entre estas amostras, 21,9% e 37,5% eram também resistentes a 

imipenem e meropenem, respectivamente. Dez amostras apresentaram a 

produção da carbapenemase de classe A KPC-2, enquanto outras duas 

amostras eram produtoras da MβL, IMP-1. As demais amostras apresentaram 

alteração na expressão da OmpK35 e/ou OmpK36, além da produção de ESβL 

(SHV-27; SHV-75; SHV-108; CTXM-2; CTX-M-9; CTX-M-15 e CTX-M-59) 

(Nicoletti et al, ICAAC; 2009).  

No presente estudo foi detectado um total de 15,9% (n=15) de 

resistência a ertapenem e 3,1% de resistência a imipenem e/ou meropenem, 

entre as amostras de Klebsiella spp. produtoras de ESβL (n=94). Quando foi 

feita a análise somente das amostras resistentes a ertapenem (n=15), ficou 
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constatado que 20% delas eram resistentes a imipenem e/ou meropenem. 

Estes dados refletem a necessidade de se testar um segundo carbapenem, 

além de ertapenem no teste de sensibilidade aos antimicrobianos, e reforçam 

que os dados de sensibilidade para ertapenem em K. pneumoniae não devem 

ser extrapolados para imipenem e/ou meropenem.  

Como já era esperado, não houve relação clonal entre as 15 cepas de K. 

pneumoniae resistentes a ertapenem. No entanto, é importante ressaltar que 

cinco cepas isoladas de três diferentes centros da região sudeste foram 

classificadas com subtipos representativos de um mesmo padrão de PFGE. 

Entre outros fatores, a presença de um mesmo padrão de PFGE entre as 

cepas isoladas de diferentes hospitais da região sudeste, talvez esteja 

relacionada à transferência de pacientes entre estes hospitais e/ou existência 

de profissionais em comum trabalhando nos diversos estabelecimentos. 

Adicionalmente, as 15 cepas de K. pneumoniae resistentes a ertapenem 

apresentaram a produção de uma ou mais β-lactamases do tipo TEM, SHV 

e/ou CTX-M. Nenhuma β-lactamase do tipo AmpC plasmidial, ou 

carbapenemase foi detectada. A resistência adquirida aos carbapenens nestas 

cepas esteve, portanto, relacionada à produção de ESβL, associada à 

diminuição ou perda da expressão das porinas OmpK35 e/ou OmpK36.  

A metodologia ideal para a análise da expressão das porinas OmpK35 e 

OmpK36 é a técnica de SDS-PAGE, complementada pela metodologia de 

Western blot, associada à marcação com anticorpos monoclonais. Porém, a 

aplicação conjunta destas técnicas dispõe de um custo muito elevado, além de 

ser extremamente trabalhoso, o que, em muitos casos, inviabiliza a sua 

utilização. Por isso, assim como descrito neste estudo, muitos pesquisadores 
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utilizam somente a metodologia de SDS-PAGE para avaliar a expressão das 

porinas. Entretanto, quando esta técnica é utilizada como metodologia única, 

nos deparamos com algumas dificuldades para interpretação dos resultados, 

tais como: (i) o perfil migratório das porinas no gel de poliacrilamida pode ser 

variável de uma amostra para outra, ou seja, porinas com o mesmo peso 

molecular podem apresentar um perfil migratório diferente, representado por 

diferentes alturas no gel de poliacrilamida, (ii) alteração de osmolaridade do 

meio de cultura utilizada para replicação bacteriana caracteriza um dos fatores 

mais relevantes, podendo influenciar  seriamente tanto no aumento, quanto na 

redução da expressão da porina OmpK35 (Crowley et al. 2002;Hernandez-Alles 

et al. 1999a).  

Outra dificuldade encontrada durante a análise das amostras deste 

estudo, foi o fato de não se dispor em nosso laboratório de uma cepa controle 

que apresentasse as duas principais porinas, além da OmpA, pois muitas 

vezes amostras sensíveis aos β-lactâmicos e que teoricamente poderiam ser 

usadas como controle, podem, eventualmente, não apresentar as duas porinas 

(OmpK35 e OmpK36). Adicionalmente, não foi possível observar a expressão 

da porina OmpK37 na membrana externa das cepas avaliadas neste estudo. 

Assim como já descrito na literatura, esse fato está possivelmente relacionado 

à característica quiescente desta OMP (Yang et al. 2009).  

Entre as 15 amostras resistentes à ertapenem avaliadas neste estudo 

ficou constatado pela metodologia de SDS-PAGE a perda da expressão das 

duas principais porinas (OmpK35 e OmpK36) em nove amostras, associado à 

produção das β-lactamases TEM-1; SHV-1; SHV-11 e as ESβL SHV-12; CTX-

M-2 ou CTX-M-15, as quais apresentaram CIM, ≥ 32 µg/mL para cefoxitina. 
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Duas amostras apresentaram redução da sensibilidade para imipenem (CIM, 4 

µg/mL) e foram resistentes a meropenem (CIM, ≥16 µg/mL). Um isolado 

apresentou redução de sensibilidade a imipenem e meropenem (CIM, 4 

µg/mL). Outro isolado foi resistente tanto a imipenem, quanto a meropenem 

(CIM, 32 µg/mL).  

As demais amostras avaliadas neste estudo (n=6) expressaram uma das 

porinas (OmpK35 ou OmpK36), e, pelas razões acima mencionadas, não foi 

possível definir qual das porinas foi expressa em quatro destas amostras. 

Entretanto, quando associou-se os resultados do SDS-PAGE com a PCR 

convencional para a amostra K17, observou-se que esta amostra perdeu 

somente a porina OmpK35. 

Por meio da metodologia da PCR convencional foi observado neste 

estudo que cinco amostras apresentaram um produto amplificado maior que o 

tamanho esperado para os genes ompK35 ou ompK36. Doumith e 

colaboradores relataram a perda das porinas OmpK35 e OmpK36 em nove 

amostras de K. pneumoniae, entre as quais, oito apresentaram inserção de 

sequências (IS) nos genes ompK35 ou ompK36 e uma amostras não 

apresentou produto amplificado para estes genes (Doumith et al. 2009). Assim, 

nas cinco amostras deste estudo que apresentaram produto amplificado maior 

que o tamanho esperado, provavelmente, houve a inserção de uma sequência 

de aproximadamente 1000 pb nestes genes. Para a certificação quanto a este 

evento genético, será necessário que se faça o sequenciamento destes 

produtos amplificados. 

Quatro amostras não apresentaram produto amplificado tanto para o 

gene ompK35, quanto para ompK36. Isso pode ser resultado de mutações nas 
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regiões de anelamento dos primers, deleção total do gene ou deleção da região 

onde um dos primers deveria ser anelado; ou ainda,  a inserção de grandes 

sequências, que não permitiram que a amplificação do produto fosse concluída 

com sucesso, devido ao tempo de extensão empregado na reação de 

ciclagem.  

Com base nos dados descritos por Doumith e colaboradores, as 

amostras deste estudo que apresentaram produto amplificado com tamanho 

normal pela PCR, mas não apresentaram a porina na técnica de SDS-PAGE, 

provavelmente, pode ter ocorrido mutações que resultassem em um stop 

códon, finalizando precocemente a tradução das proteínas; ou ainda, mutações 

que ocasionassem a expressão de uma porina deficiente. Entretanto, essas 

mutações somente poderão ser detectadas, após a realização da metodologia 

de sequenciamento dos genes. 

De acordo com a literatura, é importante destacar que a perda da 

expressão da porina OmpK36 poderá estar relacionada à resistência à 

cefoxitina, à elevada resistência às cefalosporinas em cepas produtoras de 

ESβL e à redução de sensibilidade aos carbapenêmicos, particularmente, ao 

ertapenem, podendo ainda resultar em moderado aumento de resistência as 

fluoroquinolonas em cepas com alteração da topoisomerase e/ou atividade de 

efluxo para quinolonas (Domenech-Sanchez et al. 2003).  

Domenech-Sanchez e colaboradores reportaram que a perda da 

OmpK35 representa um importante papel na emergência de resistência aos 

antimicrobianos. Ao realizarem estudos clonando o gene ompK35 em uma 

cepa de K. pneumoniae (desprovida de OmpK35 e OmpK36), constataram que 

a CIM para cefalosporinas e meropenem reduziu mais de 128 vezes e a CIM 
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de imipenem, ciprofloxacina e cloranfenicol reduziu mais de oito vezes. As 

reduções das CIM pela expressão da OmpK35 foram quatro vezes (cefepime), 

oito vezes (cefotetan, cefotaxima e cefpirona) e 128 vezes (ceftazidima) 

maiores do que a redução da CIM pela expressão da OmpK36. No entanto, 

para outros agentes avaliados, a CIM entre as duas porinas foi similar ou 

apresentou uma diluição menor (Domenech-Sanchez et al. 2003). 

Hernández-Allés e colaboradores também constataram que é possível 

as cepas produtoras de ESβL responderem à pressão de antimicrobianos, 

suprimindo porinas e/ou aumentando a expressão de ESβLs, com a 

subsequente diminuição da captação ou aumento da degradação do 

antimicrobiano (Hernandez-Alles et al. 1999b).  

Apesar da disponibilidade na literatura de muitos trabalhos sobre a 

estrutura e regulação das porinas OmpF (homóloga à OmpK35) e OmpC 

(homóloga à OmpK36) para a cepa K-12 de Escherichia coli, existe pouco 

consenso acerca destas informações em relação aos isolados clínicos de 

Klebsiella spp. (Martinez-Martinez 2008). 

Uma suposta identificação do mecanismo de resistência, baseada 

somente no perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, pode levar a 

conclusões errôneas, com consequências tanto no tratamento do processo 

infeccioso, quanto na escolha de medidas de controle de infecção hospitalar. É 

importante ressaltar que, as evidências de casos de Klebsiella spp. com 

diminuição de sensibilidade aos carbapenens é preocupante, especialmente 

em um momento em que se discute a necessidade do uso criterioso de 

agentes antimicrobianos, almejando a redução da seleção e disseminação de 

patógenos multi-resistentes. 
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Os dados parciais do projeto SCOPE Brasil ressaltaram uma alta taxa 

de mortalidade (38%) entre os diferentes patógenos isolados do primeiro 

episódio de ICS de hospitais brasileiros. Klebsiella spp. representou o segundo 

agente mais prevalente e o primeiro entre os bacilos Gram negativos (Marra et 

al, ICAAC; 2009).  

Neste estudo, a descrição. da elevada prevalência de amostras de 

Klebsiella spp produtoras de ESβL e resistentes a ertapenem e com 

sensibilidade reduzida para os demais carbapenens, poderá ser útil na 

elaboração de protocolos terapêuticos empíricos para infecções da corrente 

sanguínea em nosso meio. A vigilância da resistência antimicrobiana em 

Klebsiella spp., assim como a caracterização dos mecanismos de resistência 

envolvidos, fazem parte do projeto SCOPE Brasil, que terá continuidade nos 

próximos dois anos. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Altas taxas de resistência a antimicrobianos foram detectadas entre as 

amostras de Klebsiella spp., com 56,3% de produção de ESβL, sendo CTX-

M-2 prevalente e CTX-M-15 emergente nas regiões Sudeste, Centro-Oeste 

e Nordeste. Isolados clínicos contendo concomitantemente dois tipos de 

ESβL, CTX e SHV, foram detectados somente nas regiões Nordeste e 

Sudeste;  

 

 A resistência aos carbapenens foi relacionada à produção de cefotaximase, 

associada à alteração das porinas OmpK35 e/ou OmpK36. Não foi 

detectada a presença das carbapenemases dos tipo A (KPC e GES), nem 

do tipo B (IMP); 

 
 O teste de Hodge apresentou baixa acurácia na população estudada, 

possivelmente relacionado à elevada produção de ESβL, especialmente 

cefotaximases, entre as amostras brasileiras. 
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8. RESUMO 

 

Objetivos: Avaliar (i) o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e caracterizar os 

tipos de β-lactamases de espectro ampliado, entre isolados clínicos de Klebsiella spp. 

(KSP); (ii) os mecanismos de resistência em isolados clínicos de Klebsiella 

pneumoniae (KPN) que apresentaram diminuição de sensibilidade aos carbapenens; 

(iii)  a acurácia do teste de Hodge para detecção de carbapenemases Material e 
Métodos: Foram avaliadas 167 amostras de KSP isoladas do primeiro episódio de 

infecção de corrente sanguínea (ICS) de pacientes hospitalizados em 15 centros 

médicos de diferentes regiões do país, participantes do programa de vigilância SCOPE 

Brasil, entre junho de 2007 e dezembro de 2008. Todas as amostras foram 

submetidas a re-identificação e teste de sensibilidade pelo sistema automatizado BD 

Phoenix. As amostras foram classificadas em dois grupos de acordo com a 

sensibilidade in vitro aos agentes β-lactâmicos e detecção de ESβL: (i) KSP produtora 

de ESβL e (ii) KSP não produtora de ESβL. As amostras representativas do grupo 

KSP produtora de ESβL foram submetidas a testes fenotípicos e moleculares. Os 

principais tipos de β-lactamases foram caracterizados pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR), seguido pelo sequenciamento dos produtos amplificados. Testes 

adicionais foram realizados para o subgrupo KPN produtora de ESβL e resistente a 

ertapenem (KPN-ESβL-RE). Resultados: As espécies mais comuns foram K. 

pneumoniae (n=158), seguida por K. oxytoca (n=8) e K. ozaenae (n=1). Altas taxas de 

resistência aos antimicrobianos foram constatadas, sendo que 56,3% das amostras 

foram classificadas como produtoras de ESβL. As ESβL mais frequentes foram CTX-

M-2, CTX-M-15, SHV-5 e SHV-12. Isolados clínicos contendo concomitantemente dois 

tipos de ESβL (CTX e SHV) foram detectados somente nas regiões Nordeste e 

Sudeste. O mecanismo de resistência detectado nas amostras KPN-ESβL-RE foi a 

produção de cefotaximase, associada à alteração das porinas OmpK35 e/ou OmpK36. 

O teste de Hodge apresentou baixa acurácia nessas amostras. Conclusões: 
Evidenciamos a disseminação de CTX-M-2 e a emergência de CTX-M-15, associada a 

alterações nas porinas OmpK35 e OmpK36 em amostras de KSP isoladas de ICS em 

hospitais brasileiros. Nenhuma carbapenemase foi detectada                               .
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9. ABSTRACT 

 

Objectives: To evaluate (i) the antimicrobial susceptibility profile of Klebsiella spp. 

(KSP) clinical isolates and characterize the extended spectrum β-lactamases. (ii)  the 

resistance mechanisms in Klebsiella spp. clinical isolates that showed decrease of 

carbapenem susceptibility. (iii) the accuracy of the Hodge Test for carbapenemase 

activity detection. Material and Methods: 167 KPS strains were evaluated in this 

study. The strains were isolated from the first bloodstream infection episode of patients 

hospitalized at 15 medical centers from different regions of the country participating of 

SCOPE Brazillian surveillance program, between June, 2007 and December, 2008. 

The isolates were re-identified and susceptibility tested by the automated system BD 

Phoenix and classified in two groups according antimicrobial susceptibility profile and 

ESβL detection: (i) KSP ESβL-producing and (ii) KSP ESβL-non-producing. KSP 

ESβL-producing were submitted to phenotypic and molecular tests. The β-lactamase 

types were characterized by PCR, followed by DNA sequencing. Additional tests were 

performed for ertapenem resistant K. pneumoniae ESβL-producing (KPN-ESβL-ER). 

Results: The most common species were K. pneumoniae (n=158), followed by K. 

oxytoca (n=8) and K. ozaenae (n=1). High rates of antimicrobial resistance were 

observed and 56.3% of isolates were classified as ESβL-producing. The most frequent 

ESβL were CTX-M-2, CTX-M-15, SHV-5 and SHV-12. Clinical isolates with two ESβL 

types (CTX and SHV) were only detected in the northeast and southeast regions. The 

resistance mechanism detected in the KPN-ESβL-ER isolates was the cefotaximase 

production associated with OmpK35 and/or OmpK36 porin alteration. The Hodge test 

showed low accuracy in these isolates. Conclusions: We showed the dissemination of 

CTX-M-2 and emergence of CTX-M-15, associated with OmpK35 and OmpK36 porin 

modification, in KSP strains isolated from bloodstream infection in Brazilian hospitals. 

No carbapenemase was detected.  

.



ANEXO 

 128

10. ANEXOS 

ANEXO 1: Ficha elaborada para a coleta de dados clínicos e epidemiológicos 

dos pacientes e dados microbiológicos das amostras avaliadas no Projeto 

SCOPE Brasil.  
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ANEXO 2: Síntese dos principais testes fenotípicos e moleculares realizados para as 15 amostras de K. pneumoniae resistentes a ertapenem 
 

CIM: concentração inibitória mínima (µg/mL); *: Testado pelo Sistema Automatizado Phoenix; ERT: ertapenem; IMP: imipenem; MER: meropenem; CFO: 
cefoxitina; AK: amicacina; FEP: cefepima; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona; CIP: ciprofloxacina; GM: gentamicina; LEV: levofloxacina e TZP: 
piperacilina/tazobactam. 

          SDS-PAGE         PCR   Sequenciamento    Agar-Diluição 
CIM (µg/mL)     Phoenix 

CIM (µg/mL)     

N˚ da 
amostra 

N˚ 
Banco 
LEMC 

Padrão 
de 

PFGE 

Teste 
de 

Hodge 
OmpK35 OmpK36 ompK35 ompK36 CTX-M TEM SHV ERT IMP MER CFO *AK *FEP *CAZ *CRO *CIP *GM *LEV *PTZ 

K1 37.055 G NEG Ausência Ausência >2kb 1kb CTX-M-15 TEM-1 SHV-1 8 0.25 1 32 16 >16 >32 >32 >2 >8 >4 >64/4 

K2 33.480 A2 NEG Ausência Ausência 1kb >2kb CTX-M-2 TEM-1 SHV-11 16 1 2 32 <=8 >16 16 >32 >2 >8 4 >64/4 

K3 36.271 B NEG Alterada Alterada 1kb 1kb CTX-M-15 TEM-1 SHV-1 16 2 8 64 <=8 >16 >32 >32 >2 <=2 >4 >64/4 

K5 36.502 F2 NEG Alterada Alterada 1kb 1kb CTX-M-2 TEM-1 SHV-1 16 0.25 1 16 16 >16 32 >32 >2 <=2 >4 >64/4 

K6 31.054 A3 NEG Alterada Alterada 1kb >2Kb CTX-M-2 TEM-1 SHV-11 8 1 8 64 32 >16 4 >32 >2 >8 >4 >64/4 

K7 37.440 F1 NEG Alterada Alterada 1kb 1kb CTX-M-2 TEM-1 SHV-11 16 <0.125 0.5 16 >32 >16 32 >32 >2 >8 >4 >64/4 

K9 34.815 A1 NEG Ausência Ausência NA NA CTX-M-2 TEM-1 SHV-1 32 0.5 1 64 <=8 >16 32 >32 >2 >8 >4 >64/4 

K10 31.470 A1 NEG Ausência Ausência 1kb >2kb CTX-M-2 TEM-1 SHV-11 8 1 2 64 <=8 >16 >32 >32 >2 >8 >4 >64/4 

K11 30.279 C NEG Ausência Ausência NA NA CTX-M-2 TEM-1 SHV-12 32 4 16 64 >32 4 16 >32 >2 >8 4 >64/4 

K12 30.556 A2 POS Ausência Ausência >2kb >2kb CTX-M-2 TEM-1 SHV-11 32 4 4 32 32 >16 32 >32 >2 >8 >4 >64/4 

K13 32.548 E NEG Ausência Ausência 1kb 1kb CTX-M-2 TEM-1 SHV-11 16 4 32 128 16 4 32 16 >2 >8 >4 >64/4 

K14 33.342 D2 NEG Ausência Ausência NA NA CTX-M-2 TEM-1 SHV-1 16 1 2 64 16 >16 8 >32 >2 >8 >4 >64/4 

K15 33.213 F1 NEG Alterada Alterada 1kb 1kb CTX-M-2 TEM-1 SHV-11 8 0,5 1 64 >32 >16 16 16 >2 >8 >4 >64/4 

K17 37.492 B NEG Ausência Alterada >2Kb 1kb CTX-M-2 TEM-1 SHV-1 8 <0.125 1 64 <=8 >16 >32 >32 >2 <=2 >4 >64/4 

K20 31.964 D1 POS Ausência Ausência NA NA CTX-M-2 TEM-1 SHV-11 32 32 32 >512 16 >16 16 16 2 >8 2 >64/4 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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