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As enzimas betalactamases são importantes mecanismos de resistência aos antimicrobianos,
principalmente quando se trata de bactérias gram-negativas, as quais são capazes de colonizar
o trato gastrointestinal e causar infecções. Bactérias da família Enterobacteriaceae podem
adquirir e expressar betalactamases com diferentes estruturas e espectros de substratos e,
dentre elas, as cefalosporinases do tipo AmpC que são mediadas por plasmídeos (pAmpC).
Esse grupo de enzimas tem a capacidade de conferir resistência às penicilinas, cefalosporinas
de terceira geração, monobactâmicos e cefamicinas, além de não serem inibidas por inibidores
de betalactamases clássicos, como o ácido clavulânico. Ademais, sabe-se que a resistência é
um dos maiores desafios para a saúde no cenário atual, uma vez que ela não se limita ao
ambiente hospitalar. Tanto os genes que codificam os atributos de resistência, quanto as
bactérias que os carreiam podem estar presentes em solos, resíduos industriais, matrizes
aquáticas, alimentos, animais e nos seres humanos. Todavia, são poucos os estudos que
abordam a respeito da colonização comunitária, assim como os que tratam a respeito da
prevalência desse gene na comunidade. Dessa forma, nosso trabalho buscou descrever quais
enterobactérias produtoras de AmpC plasmidial estariam envolvidas na colonização
comunitária e os seus determinantes genéticos. Para isso, voluntários que buscavam pronto
atendimento sem histórico de internação recente foram convidados a participar do estudo. Os
que aceitaram, forneceram swabs retais que foram submetidos a um teste de viabilidade e à
pressão seletiva inicial por ceftriaxona (CRO; 1,5 μL/mL). Então, o cultivo obtido nesta etapa
foi replicado em cefoxitina (32 μL/mL) e, em seguida, dois representantes de cada morfotipo
bacteriano, selecionados. As amostras foram identificadas e avaliadas quanto à resistência à
cefoxitina e amoxicilina/clavulanato. Por fim, foi realizada a detecção por PCR dos genes
codificadores de pAmpC já descritos. Dos 228 swabs retais obtidos, 104 (45,6%)
apresentaram crescimento em agar MacConkey suplementado com ceftriaxona. Após a réplica
em cefoxitina seguido da seleção de pelo menos dois representantes de cada morfotipo,
obteve-se um total de 231 bactérias recuperadas na vigência de cefoxitina e, destas, 82
(35,2%) eram enterobactérias. Desse grupo, 42 (51,2%) foram identificadas como espécies
que não apresentam produção intrínseca de AmpC, sendo elas E. coli e K. pneumoniae.
Observou-se que 33 (78,5%) bactérias desse grupo apresentavam resistência a cefoxitina e
amoxicilina/ácido clavulânico, isoladas de 9 indivíduos, o que representou aproximadamente
4% de prevalência na população estudada. Dessas, 20 apresentaram resultado positivo na PCR
para betalactamases do grupo CIT, e 3 para o grupo DHA. As bactérias confirmadas como
produtoras de pAmpC foram isoladas de 5 indivíduos, o que representou 2,2% de prevalência
na população estudada. Com relação ao antibiograma, a maior frequência de resistência
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encontrada foi contra cefalosporinas (87,8%), seguido por quinolonas (69,7%),
sulfametoxazol-trimetoprima (54,5%), aminoglicosídeos (45,4%) e monobactâmicos (30,3%).
Ao todo, 23 perfis de antibiograma foram encontrados entre as 33 cepas testadas. Os
resultados são preocupantes, uma vez que esses genes têm a capacidade de circular entre
diferentes espécies, podendo representar um papel importante nas infecções relacionadas à
assistência à saúde que decorram de uma eventual internação, e nas infecções comunitárias
graves em humanos. A avaliação contínua dessa ocorrência é de fundamental importância,
especialmente entre indivíduos mais suscetíveis, pois pode significar maior restrição na
escolha do tratamento em eventuais infecções por esses organismos.

Palavras-chave: AmpC plasmidial; betalactamases; colonização comunitária;

enterobactérias; resistência aos antimicrobianos
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Betalactamase enzymes are crucial mechanisms of antimicrobial resistance, especially
concerning gram-negative bacteria capable of colonizing the gastrointestinal tract and causing
infections. Bacteria from the Enterobacteriaceae family can acquire and express
betalactamases with different structures and subtract spectra, including plasmid-mediated
AmpC cephalosporinases (pAmpC). This group of enzymes confers resistance to penicillins,
third-generation cephalosporins, monobactams, and cephamicins, remaining uninhibited by
classical betalactamase inhibitors like clavulanic acid. Moreover, resistance is a significant
health challenge beyond hospital settings. Both resistance-encoding genes and their carriers
can be found in soils, industrial waste, aquatic environments, food, animals, and humans.
However, few studies address community colonization and the prevalence of these genes in
the community. Therefore, our work aimed to describe which plasmid-mediated
AmpC-producing enterobacteria are involved in community colonization and their genetic
determinants. Volunteers seeking immediate care without recent hospitalization history were
invited to participate in this research project. Those who accepted it provided rectal swabs that
were subjected to viability testing and initial selective pressure with ceftriaxone (CRO; 1.5
μL/mL). The obtained culture was then replicated in cefoxitin (32 μL/mL), and two
representatives of each bacterial morphotype were selected. Samples were identified and
assessed for cefoxitin and amoxicillin/clavulanate resistance. Finally, PCR detection of
previously described pAmpC-encoding genes was performed. Of the 228 rectal swabs
obtained, 104 (45.6%) showed growth on MacConkey agar supplemented with ceftriaxone.
After subculturing on cefoxitin followed by the selection of at least two representatives of
each morphotype, a total of 231 bacteria were recovered in the presence of cefoxitin, and 82
(35.2%) of these were Enterobacteriaceae. Among this group, 42 (51.2%) were identified as
species that do not have intrinsic AmpC production, namely E. coli and K. pneumoniae. It
was observed that 33 (78.5%) bacteria in this group exhibited resistance to cefoxitin and
amoxicillin/clavulanic acid, isolated from 9 individuals, representing approximately 4%
prevalence in the studied population. Out of these, 20 tested positive in PCR for CIT group
betalactamases, and 3 for the DHA group. Bacteria identified as pAmpC producers were
isolated from 5 individuals, representing a prevalence of 2.2% in the studied population.
Regarding the antibiogram, the highest frequency of resistance was against cephalosporins
(87.8%), followed by quinolones (69.7%), trimethoprim-sulfamethoxazole (54,5%),
aminoglycosides (45.4%), and monobactams (30.3%). In total, 23 antibiogram profiles were
found among the 33 tested strains. These results are concerning as these genes can circulate
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among different species, potentially playing a significant role in healthcare-related infections
following hospitalization and severe community infections in humans. Continuous evaluation
of this occurrence is crucial, especially among more susceptible individuals, as it may impose
greater restrictions on treatment choices for potential infections caused by these organisms.

Keywords: AmpC plasmidial; beta-lactamases; community colonization; enterobacteria;
antimicrobial resistance.
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A resistência aos antimicrobianos é um grande desafio para a saúde nos dias de hoje, uma vez

que os microrganismos resistentes estão presentes dentro dos hospitais, mas também fora

deles. Essa pesquisa observou que quatro em cada 100 pessoas que vivem na região

metropolitana do Rio de Janeiro possuem bactérias no intestino capazes de sobreviver a

diferentes antibióticos que são utilizados no tratamento de infecções causadas por elas. Para

esse estudo, foram doados amostras de fezes de indivíduos que não apresentavam histórico de

internação recente e foram atendidos na emergência de um hospital público e um privado em

Niterói. Após a coleta, as bactérias encontradas foram testadas na presença de betalactâmicos,

um grupo de antibióticos bastante utilizado para o tratamento de infecções causadas por

diferentes microrganismos. Foi investigado, em seguida, se as bactérias apresentavam um

gene de AmpC plasmidial, capaz de promover resistência a diferentes grupos de antibióticos e

de se disseminar para outras bactérias. Das amostras testadas, 23 delas foram positivas e foi

possível observar dois genes para betalactamases do tipo pAmpC diferentes.

O problema da resistência é de extrema relevância, uma vez que ela pode levar a dificuldade

de encontrar a melhor alternativa para o tratamento das infecções, e promover falha

terapêutica. Existem poucos estudos ainda que tratam a respeito do impacto que esses

microrganismos resistentes podem causar fora do ambiente hospitalar, principalmente

naqueles indivíduos mais fragilizados. Esse estudo chama a atenção para o potencial das

bactérias presentes no intestino de pessoas da comunidade que são capazes de servir de

reservatório e veículo para a disseminação dessas bactérias para o ambiente hospitalar, onde o

impacto da resistência pode ser ainda maior.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Apresentação do problema

A resistência aos antimicrobianos é um problema global e um dos maiores desafios

para a saúde pública no cenário atual, uma vez que ela não se limita ao ambiente hospitalar, e

afeta não só os seres humanos, como também os animais e o meio ambiente. Isso ocorre

devido a fatores como a utilização inadequada de antimicrobianos, a ausência ou a

insuficiência de prevenção e controle de infecções, vigilância e monitoramento inadequados,

assim como a falta de regulamentação e fiscalização do uso desses fármacos (McEwen e

Collignon, 2018; CDC, 2019). Todos esses fatores promovem a emergência de bactérias

resistentes e, como consequência, falha terapêutica quando antimicrobianos capazes de

combater eventuais infecções por elas causadas não estão disponíveis no momento adequado.

A resistência aumenta o índice de morbidade e mortalidade, dificultando também a prescrição

profilática de antimicrobianos, além de ocasionar um aumento na duração de tratamentos e

internações. Além de afetar a saúde dos pacientes, a resistência também acarreta prejuízo

econômico, já que os indivíduos apresentam um maior período de internação, necessitam de

diferentes medicamentos para tratar os efeitos causados pela própria infecção, além do custo

dos antimicrobianos utilizados para o tratamento (Rocha, 2015; CDC, 2019).

Dessa forma, perante os problemas gerados pela resistência, torna-se necessário a

vigilância epidemiológica, assim como planos de ações eficientes que possam lidar com a

crise da resistência. Neste contexto, a Organização Mundial da Saúde, em 2015, publicou o

Plano de Ação Global em Resistência Antimicrobiana, que tem como objetivo ajudar a

combater bactérias resistentes por meio de orientações 4 para que seja feito o controle e a

redução do avanço da resistência 4 e sugestões de medidas, como o diagnóstico mais rápido

e preciso, pesquisa a respeito da incidência, prevalência e a ocorrência desses organismos, e

os padrões geográficos relacionados (WHO, 2015, 2017). Dentre as ações necessárias para

que se tenha uma mudança, inclui-se a necessidade da melhora da conscientização e a

compreensão a respeito da resistência aos antimicrobianos, por meio de comunicação,

educação e treinamentos eficazes; o fortalecimento do conhecimento e de bases científicas por

meio da vigilância e da pesquisa; a redução da incidência de infecções por meio de medidas

eficazes de saneamento, higiene e prevenção das infecções; a otimização do uso de

antimicrobianos na saúde humana e animal; e a realização de investimentos sustentáveis que

leve em consideração a necessidade de todos os países, além do aumento de investimento em
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novos medicamentos, ferramentas diagnósticas, vacinas e outras intervenções (PAN-BR,

2019). Por fim, junto a todos esses fatores, é preciso ainda que exista uma abordagem One

Health, uma perspectiva que envolve interações entre diferentes esferas ambientais, e

necessita do esforço colaborativo de diversos especialistas da saúde, visando alcançar uma

melhor saúde e bem-estar para as esferas humana, animal e ambiental (CDC, 2018; McEwen

e Collignon, 2018).

Todavia, apesar de todas as recomendações do Centers for Disease Control and

Prevention (CDC)/Organização Mundial da Saúde (WHO, do inglês World Health

Organization), e por mais que se saiba que diferentes fatores associados à comunidade

também podem impulsionar a resistência, são poucos os estudos que avaliam a resistência no

contexto de colonização, sobretudo na comunidade, tornando-se necessário estudos como

esse, capazes de dimensionar esse problema.

1.2 Enterobacteriaceae

Os bacilos gram-negativos (BGN) classificados na família Enterobacteriaceae

compõem um grupo diverso de bactérias ubíquas, facultativas, não formadoras de esporos.

Geralmente, apresentam relação de comensalismo com os seres humanos e animais, embora

possam também estar associados a diversas infecções. Entre as bactérias da família

Enterobacteriaceae com importante potencial patogênico destacam-se os gêneros:

Escherichia e Klebsiella. O primeiro é composto por pequenos bastonetes, móveis por

flagelos peritríquios ou imóveis, encapsulados (Ewing, Farmer e Brenner, 1980; Pazzani,

Roberts e Boulnois, 1991); enquanto o segundo é composto por bastonetes imóveis e

encapsulados (Gujarati et al., 2020).

Para o tratamento das infecções causadas pelas enterobactérias, podem ser empregados

os antimicrobianos aminoglicosídeos, quinolonas, sulfonamidas, polimixinas e betalactâmicos

(Martins et al., 2019). No entanto, a ocorrência de cepas resistentes às diferentes alternativas é

cada vez mais comum.

Um estudo realizado por um grupo de colaboradores em resistência a antimicrobianos

de diferentes regiões do globo apresentou estimativas abrangentes de carga de resistência aos

antimicrobianos em 204 países, para 23 patógenos e 88 associações entre microrganismos e

antimicrobianos. Nesta circunstância, foi estimado que, em 2019, cerca de 1,3 milhões de

mortes foram atribuídas à resistência aos antimicrobianos, e cerca de 5 milhões de mortes

foram associadas a esse fenômeno. Além disso, considerando o número de mortes num

cenário relacionado a infecções respiratórias inferiores, de corrente sanguínea e
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intra-abdominais, as enterobactérias E. coli e K. pneumoniae se destacam. Essas espécies

foram apontadas como as principais responsáveis por grande parcela das mortes atribuídas ou

associadas à resistência em todo o mundo (Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022).

1.3 Betalactâmicos

Os betalactâmicos são agentes bactericidas capazes de interromper a formação da

parede celular bacteriana devido à ligação covalente que realiza com as proteínas de ligação à

penicilina (PBPs, do inglês Penicillin-Binding Proteins). A ligação dos betalactâmicos a essas

proteínas resulta na inibição da transpeptidação do peptidoglicano, impedindo a formação da

parede celular que, enfraquecida, levará à autólise bacteriana (Bush e Bradford, 2016). Todos

os antimicrobianos dessa classe apresentam em comum o anel betalactâmico que, para ter

atividade, precisa estar ligado a um radical. Todavia, dependendo do radical, tem-se a origem

de diferentes grupos de betalactâmicos, classificados em penicilinas, cefalosporinas,

carbapenêmicos, monobactâmicos e inibidores de betalactamases. Além disso, é importante

ressaltar que essas alterações químicas modificam as características dos antibióticos, como a

afinidade pelo receptor e espectro de ação (Janaina et al., 2019).

A penicilina é obtida através da fermentação de fungos do gênero Penicillium. A

penicilina G foi o primeiro antibiótico utilizado clinicamente, e é o tipo de penicilina mais

utilizado na medicina humana, porém é um alvo muito suscetível a betalactamases. A

descoberta do ácido 6-aminopenicilânico (6-APA) 4 núcleo central da penicilina G 4

possibilitou a criação das penicilinas semissintéticas. Uma vez que radicais são adicionados

sinteticamente ao 6-APA, são originadas diversas substâncias com diferentes espectros de

ação antimicrobianos. Dentre as penicilinas semissintéticas, existem as resistentes às

primeiras betalactamases descritas, como a oxacilina; as benzilpenicilinas, como a penicilina

V 4 biossintética e pode ser administrada oralmente 4 e penicilina G; e as aminopenicilinas,

composta por ampicilina e a amoxicilina que, diferente dos citados anteriormente, apresentam

ação sobre bactérias gram-negativas (Tavares, 2014; Janaina et al., 2019).

As cefalosporinas são produzidas por fungos do gênero Cephalosporium e, dentre as

produzidas, a mais importante é a cefalosporina C. Com a adição de diferentes grupos laterais

ao núcleo central ácido 7-aminocefalosporânico (7-ACA), originou-se as cefalosporinas

semissintéticas, compostas por diferentes substâncias com diferentes espectros de ação

antimicrobianos. Existem cefalosporinas de primeira a quinta geração, sendo as de primeira

ativas contra algumas bactérias gram-positivas. Essas cefalosporinas de primeira geração não

possuem atividade contra BGN, como Klebsiella spp. e Enterobacter spp. visto que
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apresentam susceptibilidade à hidrólise realizada pelas betalactamases intrinsecamente

produzidas por essas bactérias. Dentre os antimicrobianos pertencentes a esse grupo, existem

aqueles que são absorvidos por via parental, como cefalotina e cefazolina, e os que são

absorvidos por via oral, como cefalexina e cefadroxil. As de segunda geração apresentam

antimicrobianos como cefaclor e cefuroxima; possuem um espectro de ação mais amplo,

então, além de possuírem atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, elas são

mais resistentes às betalactamases se comparados aos da primeira geração. A terceira geração

inclui antimicrobianos como cefoperazona, ceftriaxona e cefotaxima; são capazes de induzir a

produção de betalactamases intrínsecas do tipo AmpC em algumas espécies, como

Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii e Serratia marcescens; e de atravessar a barreira

hematoencefálica. As de quarta geração tem como antimicrobiano representante a cefepima.

Possuem ação eficaz contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, e não são hidrolisadas

e nem induzem de forma eficiente as betalactamases produzidas intrinsecamente por

enterobactérias. A quinta geração possui o objetivo de melhorar o espectro de ação

principalmente contra as bactérias gram-positivas que conseguem resistir a outros

betalactâmicos. Dentre os antimicrobianos dessa geração, o ceftobiprole tem ação contra

bactérias gram-positivas e gram-negativas, como Enterococcus faecalis e Pseudomonas

aeruginosa, todavia, não é eficaz contra Enterococcus faecium. A ceftarolina-fosamil

apresenta ação contra cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA, do

inglês Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) e cepas resistentes a vancomicina.

Entretanto, apresenta atividade pouco expressiva contra gram-negativos não fermentadores da

glicose, incluindo Pseudomonas aeruginosa. Existem ainda o subgrupo betalactâmico das

cefamicinas, como a cefoxitina, semelhante estruturalmente às cefalosporinas de segunda

geração e com amplo espectro de ação, sendo ativas contra BGNs, bactérias gram-positivas e

anaeróbias (Tavares, 2014; Bush e Bradford, 2016; Janaina et al., 2019; Tamma et al., 2019).

Os carbapenemas são originariamente naturais, produzidos por diferentes espécies de

Streptomyces e compostos por antimicrobianos como imipenem, ativos contra bactérias

gram-positivas, gram-negativas, inclusive as não fermentadoras da glicose, e anaeróbias.

Moléculas semissintéticas foram desenvolvidas por modificação molecular dos carbapenemas

naturais, se apresentando quimicamente mais estáveis   do que o imipenem, permitindo assim

uma vida útil mais longa para o medicamento formulado. O meropenem é um carbapenêmico

de segunda geração, que possui o grupo 1β-metil na sua formulação, o que o mantém estável.

Além disso, esse antimicrobiano é ativo contra bactérias gram-positivas e BGNs. O ertapenem

possui uma meia-vida mais longa com relação a sua eliminação devido à alta ligação às
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proteínas séricas e, portanto, pode ser administrado de forma eficaz uma única vez ao dia, e é

eficiente contra enterobactérias. Vale ressaltar, por fim, que os carbapenemas possuem um

amplo espectro de ação e, devido à presença de uma cadeia lateral de hidroxietila, são capazes

de se manterem estáveis e resistirem à ação de muitos tipos de enzimas betalactamases

(Tavares, 2014; Bush e Bradford, 2016).

Os monobactâmicos são monocíclicos, constituídos apenas pelo anel betalactâmico e

um único radical ligado a esse anel, o que os diferencia dos outros betalactâmicos. Esse grupo

é representado pelo aztreonam, que possui atividade contra BGNs graças a sua afinidade com

a PBP 3, o que faz com que a síntese da parede celular seja inibida. Além disso, ele tem a

capacidade de resistir a inativação e se manter estável contra a hidrólise de algumas

betalactamases, sejam elas de origem cromossômica ou plasmidial (Tavares, 2014; Bush e

Bradford, 2016).

Com o objetivo de impedir a ação das enzimas betalactamases, responsáveis por

reduzir a atividade dos betalactâmicos utilizados para tratamento, foram desenvolvidos os

inibidores de betalactamases. Essas substâncias são capazes de se ligar às enzimas

betalactamases, levando a sua inativação e, assim, preservar a ação do antimicrobiano contra

uma bactéria resistente a ele devido à produção de betalactamases. Além disso, entre as

substâncias inibidoras de betalactamases em uso clínico estão o ácido clavulânico, sulbactam

e tazobactam, usadas paralelamente a outro betalactâmico, uma vez que sozinhas não são

eficientes. O ácido clavulânico atua juntamente com penicilinas e cefalosporinas contra

algumas bactérias que apresentam betalactamases de origem plasmidial; o sulbactam é

geralmente combinado a ampicilina, mas também pode ser combinado com cefoperazona para

atuar contra bactérias não fermentadoras e anaeróbias; o tazobactam é combinado com a

piperacilina e a sua vantagem é que atua contra anaeróbios, enterococos e enterobactérias

(Tavares, 2014; Bush e Bradford, 2016).

1.4 Resistência aos betalactâmicos

As bactérias podem apresentar diferentes mecanismos para resistir a ação bactericida

dos antimicrobianos betalactâmicos, os quais podem ser adquiridos mediante i) mutação ou

modulação da expressão de genes intrínsecos, como a alteração do alvo do antimicrobiano na

célula, a perda ou redução da expressão de porinas que dificulta a passagem do

antimicrobiano pela membrana externa, a hiperexpressão de bombas de efluxo que expelem o

antimicrobiano da célula, e a expressão aumentada de enzimas intrínsecas que degradam o

antimicrobiano; ou ii) por meio da transferência horizontal de genes (THG), o que faz com
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que os organismos possam apresentar, por exemplo, enzimas que realizam a hidrólise do anel

betalactâmico, inativando os antimicrobianos 4 mecanismo considerado principal em

enterobactérias. Vale ressaltar ainda que a atuação em conjunto de diferentes mecanismos de

resistência torna as infecções ocasionadas por essas cepas cada vez mais difíceis de tratar

(Arzanlou, Chai e Venter, 2017; CDC, 2019)

A capacidade de receber e transferir o material genético por meio da THG é um fator

importante na evolução de cepas resistentes aos antimicrobianos. Os mecanismos para tal

envolvem a transdução, em que o material genético pode ser transferido por meio de fagos;

conjugação, em que a transferência ocorre por meio da conexão das bactérias e troca de

plasmídeos; e transformação, mecanismo no qual o material genético liberado por bactérias,

vivas ou não, no ambiente, pode ser capturado por outra bactéria (CDC, 2019). Ademais,

existem ainda as vesidução, um mecanismo pouco conhecido que envolve vesículas

extracelulares (VE) capazes de carregar e entregar esses genes por meio de uma lise

espontânea, que permite que o conteúdo se difunda; ou por meio da ligação ao alvo,

transferindo por meio da lise proximal, internalização ou fusão (Kulp e Kuehn, 2010; riaud e

Carroll, 2020). Essas transferências podem ocorrer entre bactérias da mesma espécie, ou por

bactéria de gêneros distintos e, dessa forma, tem-se o acúmulo de genes e elementos genéticos

móveis (EGM) que codificam, por exemplo, mecanismos de resistência (Suárez e Munté,

2009).

A expressão de betalactamases intrínsecas ou adquiridas confere aos microrganismos

um importante mecanismo de resistência aos antimicrobianos. Isso porque essas enzimas têm

a capacidade de hidrolisar o anel betalactâmico antes que eles realizem a interação com as

PBPs e, dessa forma, não ocorra a inibição da síntese da parede celular bacteriana (Nakano e

Campos, 2016).

As betalactamases possuem duas principais classificações, resumidas na figura 1: a

molecular, que considera a sequência de aminoácidos e o sítio ativo das enzimas, e distribui as

betalactamases em quatro classes (A-D), proposta por Ambler (1980); e a funcional, que

considera a afinidade com os substratos e o perfil de inibição, proposta por Bush, Jacoby e

Medeiros (1995). Todavia, Bush e Jacoby (2010) propuseram uma atualização da

classificação funcional, dividindo-a em três grupos principais com seus respectivos

subgrupos. O grupo 1 é composto pelas cefalosporinases pertencentes à classe molecular C,

classificadas como AmpC, e presentes no cromossoma de diversas enterobactérias e outros

organismos, como está relatado no tópico seguinte; ativas contra cefalosporinas e cefamicinas,

resistentes à inibição pelo ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam, e com afinidade pelo
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aztreonam. Algumas das famílias desse grupo são CMY, ACT, DHA, FOX, MIR. O grupo 2 é

composto por serinabetalactamases, que englobam as classes moleculares A e D e diversos

subgrupos, com relevância para o 2be, composto pelas betalactamases de espectro estendido

(ESBLs). Esse subgrupo é capaz de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas do subgrupo 2b e

também oximino-betalactâmicos, e são inibidas pelo ácido clavulânico. Vale ressaltar ainda

que, diferente das AmpC, as ESBLs não possuem afinidade com as cefamicinas, como a

cefoxitina. Recebe destaque também, dentro do grupo 2, o subgrupo 2f, composto pelas

carbapenemases, principalmente as que são codificadas por plasmídeos. O grupo 3 é

composto pelas metalobetalactamases (MBL) que estão na classe molecular B, podem

hidrolisar os carbapenemas, e podem ser inibidas por quelantes de íons metálicos como o

EDTA (do inglês, ethylenediamine tetraacetic acid) e o ácido dipicolínico. De acordo com a

classificação molecular, as MBLs são divididas de B1 a B3 e, de acordo com o grupo

funcional, de 3a a 3c. Vale destacar que, no subgrupo 3a (subclasse B1) existem enzimas

disseminadas globalmente que aparecem mais frequentemente em Enterobacteriaceae, como

as da família NDM (do inglês, New Delhi MBL) (Bush, Jacoby e Medeiros, 1995; Bush e

Jacoby, 2009, 2010).

Figura 1: Fluxograma ilustrativo das duas principais classificações propostas para as

betalactamases em 1980, por Ambler, e 1995, por Bush, Jacoby e Medeiros. Adaptado de

Rijal, 2021.
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1.5 AmpC

As betalactamases do tipo AmpC são cefalosporinases de classe C, clinicamente

relevantes, pois são capazes de conferir resistência às penicilinas, cefalosporinas de terceira

geração, monobactâmicos e cefamicinas, e não são inibidas por inibidores de betalactamases

como o ácido clavulânico (Paterson e Bonomo, 2005; Al-Agamy e El Mahdy Shibl, 2016;

Tooke et al., 2019). Essas enzimas estão codificadas no cromossoma de muitas espécies da

família Enterobacteriaceae, como Citrobacter freundii, Enterobacter spp. e Serratia spp, bem

como em espécies de outras famílias, como Morganella morganii, Hafnia alvei e Aeromonas

spp. (Najjuka et al., 2020), podendo ser induzidas pela exposição a betalactâmicos e

hiperexpressas devido a mutações em genes reguladores, como ampD (Tooke et al., 2019).

Vale ressaltar que a espécie E. coli também pode possuir AmpC cromossômica, no entanto,

não são induzíveis, sendo expressas em níveis basais e reguladas por promotor e atenuadores

fracos. Outras enterobactérias, como Proteus mirabilis, Salmonella spp. e Klebsiella spp, que

não possuem AmpC cromossômica, podem adquiri-la por meio de plasmídeos, assim como a

E. coli (Najjuka et al., 2020) por THG, 4 através de EGM 4 altamente transferíveis entre

espécies (Reuland et al., 2015; Tooke et al., 2019; Najjuka et al., 2020). Esses plasmídeos

geralmente carregam consigo, além dos genes que codificam as enzimas da família AmpC 4

com destaque para CMY, FOX e DHA 4 determinantes genéticos que conferem resistência a

diferentes classes de antimicrobianos, o que os torna mais relevante clinicamente (Tooke et

al., 2019). Essas enzimas são agrupadas de acordo com a sua similaridade com o gene de

origem cromossômica, incluindo E. cloacae para o grupo EBC, C. freundii para o grupo CIT,

M. morganii para o grupo DHA e H. alvei para o grupo ACC; no entanto, existem grupos que

apresentam uma origem desconhecida (Pérez-Pérez e Hanson, 2002). A divisão desses grupos

com as suas enzimas e origem correspondentes podem ser observadas no quadro 1.

Quadro 1: Enzimas de pAmpC agrupadas de acordo com a origem cromossômica.

Pérez-Pérez e Hanson, 2002.

Grupos Enzimas Origem

CIT LAT-1 a LAT-4, CMY-2 A CMY-7 e BIL-1 Citrobacter freundii

DHA DHA-1 e DHA-2 Morganella morganii

ACC ACC Hafnia alvei

EBC MIR-1T e ACT-1 Enterobacter cloacae

FOX FOX-1 e FOX-5b origem desconhecida

MOX MOX-1, MOX-2, CMY-1, CMY-8 a CMY-11 origem desconhecida
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1.6 Disseminação de AmpC no ambiente e na comunidade

A disseminação de bactérias e genes que promovem resistência aos antimicrobianos no

meio ambiente é, em parte, resultado de atividades humanas que geram pressão seletiva,

sendo essencial prevenir e controlar as infecções, assim como reduzir a prescrição excessiva

de antimicrobianos, melhorar o saneamento e hábitos de higiene (McEwen e Collignon,

2018). Entre as medidas que podem contribuir para desacelerar a disseminação da resistência,

inclui-se o uso racional de antibióticos e biocidas em instituições de saúde e na comunidade,

bem como nas práticas agropecuárias (Colomer-Lluch, Jofre e Muniesa, 2011; Wales e

Davies, 2015; Singer et al., 2016; Zhuang et al., 2021). Essas medidas são importantes, pois

os genes de resistência e as bactérias que os carreiam podem ser observadas e se acumular nas

águas de rios, em resíduos industriais, residenciais e agrícolas que possuem tratamento

inadequado, no solo, e nos produtos da cadeia alimentícia (Wales e Davies, 2015; Singer et

al., 2016; McEwen e Collignon, 2018). A ocorrência de microrganismos que apresentam

resistência no ambiente pode favorecer a formação de reservatórios de resistência e

impulsionar a evolução desse fenômeno, visto que a saúde humana, animal e ambiental estão

conectadas (McEwen e Collignon, 2018).

Existem relatos da ocorrência de bactérias resistentes, em especial as produtoras de

pAmpC, na cadeia alimentar. Um estudo realizado no Rio de Janeiro (2015), Brasil, avaliou

carcaças de frango congeladas, obtidas de quatro produtores brasileiros em mercados de

varejo, incluindo alimentos distribuídos no Brasil e internacionalmente. De 136 amostras de

E. coli selecionadas, 46 foram resistentes à cefoxitina e à amoxicilina/clavulanato, desse

modo apresentando um fenótipo sugestivo para a produção de AmpC, e abrigavam o gene

blaCMY-2. Foi observado ainda que o gene blaCMY-2 foi transferido por conjugação, e que as

amostras que o portavam apresentavam uma variedade de perfis de resistência a

antimicrobianos não-betalactâmicos (Botelho et al., 2015).

Betalactamases do tipo AmpC mediadas por plasmídeos também foram identificadas

em animais de companhia. Um estudo em Taipei (2021), no Taiwan, realizou uma pesquisa de

cepas de E. coli produzindo pAmpC em cães e gatos. Foram ao todo 50 amostras isoladas,

sendo 41 de cães e nove de gatos, em que oito (16%) continham genes pAmpC do grupo

blaCMY-2 4 grupo mais prevalente e geograficamente diversificado de enzimas pAmpC 4;

ademais, as amostras positivas para pAmpC exibiram com mais frequência um fenótipo de

multirresistência do que as amostras que não carregavam nenhum gene. Além disso, foi
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observado que a maioria dos genes codificadores de pAmpC eram transferíveis, e estavam

localizados em elementos genéticos móveis, o que tem importantes implicações para a saúde

pública devido à sua provável facilidade na disseminação (Liu, Kuan e Yeh, 2021).

No Brasil, um estudo realizado por Tufic-Garutti e colaboradores, em 2021, procurou

determinar a frequência de Enterobacterales resistentes a múltiplos antimicrobianos (MDR-E,

do inglês multidrug-resistant Enterobacterales) presentes no trato gastrointestinal de

viajantes, entre 2015 e 2019, que partiam do Rio de Janeiro. Foi observado que, de 210

indivíduos analisados, 26 (12%) estavam colonizados por MDR-E. Além disso, o gene

blaCMY-2 foi detectado em três indivíduos antes da viagem e o gene blaCMY-10 foi detectado em

um outro indivíduo, também pré-viagem, representando 2% dos participantes do estudo

(Tufic-Garutti et al., 2021).

A descrição da ocorrência de pAmpC na comunidade não é exclusiva do Brasil. No

Taipei (2015), Taiwan, pacientes diagnosticados com infecção no trato urinário que se

iniciaram na comunidade, causados por Enterobacteriaceae, foram pesquisados para a

ocorrência de bactérias produtoras desse grupo de betalactamases. Das 323 enterobactérias

isoladas, 218 (67,5%) eram E. coli e 25 (7,7%) K. pneumoniae. Dessas, 50 amostras foram

fenotipicamente positivas para AmpC, em que E. coli foi o organismo mais comum (60%),

seguido por K. pneumoniae (8%). Observou-se, ainda, que as amostras produtoras de AmpC

eram multirresistentes 4 forma mais comumente encontrada em ITUs e em indivíduos que

tiveram exposição prévia a antimicrobianos com mais frequência 4 e que o histórico anterior

de acidente vascular cerebral e o uso de fluoroquinolonas e cefamicina estavam associados à

aquisição de Enterobacteriaceae produtoras de pAmpC. Por fim, viu-se que os grupos AmpC

transmitidos por plasmídeos mais comumente detectados foram CIT, seguidos por DHA, EBC

e MOX, e três amostras abrigavam dois tipos diferentes de genes AmpC (Lee et al., 2015).

Um estudo realizado em Amsterdã (2015), na Holanda, obteve amostras fecais de 550

voluntários recrutados da comunidade, logo eles não haviam ido ao médico e nem sido

hospitalizados. Como resultado, obteve-se 7 (1,3%) E. coli positivas para pAmpC, sendo o

gene blaCMY-2 o mais frequente (Reuland et al., 2015). Um outro estudo feito no Norte do

Chipre (2019) coletou amostras de fezes e swabs retais de 500 indivíduos que moravam no

Chipre por pelo menos um ano e não foram hospitalizados. Do total de participantes, 15

(3,0%) estavam colonizados com Enterobacteriaceae produtora de pAmpC, e as amostras

isoladas foram identificadas como E. coli (86,7%) e K. pneumoniae (13,3%). Viu-se ainda a

presença de multiresistência em amostras de Enterobacteriaceae, e que o antigo uso de

antibióticos ou a internação hospitalar parecem ser os principais contribuintes para a presença
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de bactérias resistentes nas fezes (Ruh et al., 2019). Finalmente, um estudo realizado na

Uganda (2020) recolheu fezes e urina de indivíduos que frequentavam ambulatórios na área

rural e urbana, para que a microbiota fosse analisada. Foram selecionadas 985 enterobactérias;

destas, 129 (13,1%) eram produtoras de AmpC, sendo 116/930 E. coli (12,5%) e 13/55

Klebsiella (23,6%). Os autores relatam, ainda, que quando estratificado por fenótipo de

resistência, de 184 amostras resistentes à cefoxitina, 129 (70%) eram produtores de AmpC; e

das 209 amostras resistentes a amoxicilina/clavulanato e cefoxitina, 129 (61,7%) eram

produtores de AmpC. Quando avaliaram a presença de pAmpC, foi observado uma

prevalência geral em enterobactérias de 10% (98/985); destas, 58 (59%) eram resistentes a um

antibiótico betalactâmico e a duas outras classes de antibióticos não-betalactâmicos

comumente usados, sendo consideradas, portanto, multirresistentes. (Najjuka et al., 2020).

Poucos são os estudos brasileiros acerca da disseminação de pAmpC em instituições

de saúde. Um estudo sobre esse tema conduzido no Brasil, avaliou a prevalência de pAmpC

entre Enterobacteriaceae isoladas de um hospital terciário público de São Paulo, que incluiu

41 amostras de E. coli, cinco Klebsiella oxytoca, 65 K. pneumoniae, 18 P. mirabilis e quatro

Salmonella spp.. O estudo encontrou uma taxa de produção de pAmpC de 0,75%. Um outro

estudo, também realizado no Brasil, avaliou a frequência de pAmpC em E. coli isoladas de

culturas de urina de pacientes ambulatoriais e pacientes internados. A frequência foi de 0,46%

em pacientes ambulatoriais e 1,8% em pacientes internados, e o gene detectado com maior

frequência foi o blaCMY-2 (Sampaio e Gales, 2016). Ademais, em outros países os estudos

também são poucos. Um estudo realizado na Índia (2012), coletou amostras de hemocultura,

urina e outros fluidos corporais, de pacientes hospitalizados obtidos em seis hospitais

diferentes no período de setembro de 2002 a janeiro de 2010, com o objetivo de determinar a

ocorrência do gene de pAmpC e os seus tipos dentre os isolados de E. coli e K. pneumoniae.

De 241 bactérias isoladas, 92 (38,1%) apresentaram resultado positivo na detecção do gene de

pAmpC, no qual 60 eram E. coli e 32 K. pneumoniae. Dentre os grupos de genes observados,

aquele que apresentou maior prevalência foi DHA (46,7%), sendo 24 (55,8%) em E. coli e 19

(44,1%) em K.pneumoniae, seguido do grupo CIT (38%), sendo 24 (68,5%) em E.coli e 11

(31,4%) em K. pneumoniae. Ainda foi detectado o grupo MOX em 14,1% dos isolados,

seguido do gene ACC em apenas um isolado (Mohamudha, Harish e Parija, 2012). Um outro

estudo realizado em Meerut, na Índia (2023), coletou amostras de urina de indivíduos com

ITU de diferentes idades, no período de maio de 2012 a abril de 2020, a fim de investigar a

prevalência de genótipos de pAmpC em E. coli. De 312 bactérias isoladas, 152 (48,72%)

apresentaram resistência à cefoxitina no qual foram testadas para a presença de um gene de
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pAmpC. Obteve-se 56 (36,44%) isolados positivos, estando maior quantidade o grupo CIT

(57,14%) (Rehana, Pandey e Singh, 2023). Por fim, no estudo realizado em um hospital de

Kathmandu, no Nepal (2020), foram coletadas amostras de urina, pontas de cateter, sangue,

pus e feridas de indivíduos, no período de junho de 2017 a janeiro de 2018, com o objetivo de

determinar a prevalência dos grupos CIT e DHA em isolados bacterianos gram-negativos. Das

1151 amostras clínicas coletadas, 226 foram classificadas como gram-negativas, no qual 91

foram identificadas como produtoras de AmpC. Destas, 82 (90,1%) foram positivas para o

grupo CIT e 80 (87,91%) para DHA, encontradas com maior prevalência em E. coli,

representando 30,6% e 31,3%, respectivamente (Aryal et al., 2020).

A ocorrência de produtores de pAmpC na comunidade pode alimentar a disseminação

desse grupo de enzimas nas instituições de saúde, locais onde a resistência tem seu impacto

para a saúde extensivamente documentado, especialmente para os indivíduos mais suscetíveis.

Todavia, não existem estudos que avaliem a rota de inserção de pAmpC nos hospitais.
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2. JUSTIFICATIVA

A família Enterobacteriaceae é composta de organismos com grande potencial

patogênico, e que possuem diferentes mecanismos de resistência a antimicrobianos, entre os

quais o mais estudado frente aos betalactâmicos é a produção de betalactamases. Essas

enzimas exercem um papel importante nas infecções relacionadas à assistência à saúde

(IRAS) e nas infecções comunitárias graves em humanos. Podem ser codificadas por genes

localizados no cromossomo ou em plasmídeos que são transferidos por meio de THG para

outras espécies, o que leva a presença de cada vez mais bactérias resistentes a diferentes

classes de antimicrobianos. Nesse contexto, as pAmpC recebem destaque devido a ampla

gama de substratos betalactâmicos com quem possuem afinidade e à sua capacidade de

disseminação horizontal.

Além disso, a escassez de novos fármacos para o tratamento dessas infecções dificulta

ainda mais o seu tratamento, contribuindo para o aumento da morbidade, mortalidade pelas

infecções, e dos seus custos financeiros, diretos e indiretos.

Os microrganismos que contém genes de resistência aos antimicrobianos estão

disseminados no ambiente extra-hospitalar, em águas residuais, resíduos industriais, solos,

vegetações, animais domésticos, de criação e silvestres, e nos alimentos que são consumidos

diariamente pelos indivíduos. Apesar disso, não se sabe muito sobre como essa contaminação

pode afetar tanto a vida de pessoas consideradas saudáveis, quanto daquelas que se

apresentam em condições vulneráveis. Entretanto, sabe-se que as consequências da

disseminação ambiental e comunitária da resistência é expressa principalmente nas

instituições de saúde.

Considerando os aspectos acima apresentados e a presença de poucos estudos na

literatura científica que caracterizaram cepas de enterobactérias produtoras de pAmpC

oriundas de colonização comunitária, principalmente no Brasil, é que esse estudo foi

planejado. Ao conhecer a dimensão da colonização do TGI de seres humanos que buscam

pronto atendimento e não apresentam histórico de internação, as cepas envolvidas e seu perfil

de susceptibilidade aos antimicrobianos, podemos evidenciar uma rota de entrada da RAM

nos hospitais, e auxiliar a tomada de decisão na implementação de melhores medidas de

controle da disseminação extra e intra-hospitalar, e de protocolos de tratamento empírico de

infecções.
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3. OBJETIVO

Caracterizar as enterobactérias produtoras de pAmpC recuperadas do TGI de

indivíduos que buscam pronto atendimento e não apresentam histórico de internação recente

quanto às espécies bacterianas, genes envolvidos e perfil de susceptibilidade aos

antimicrobianos.

4.1 Objetivos específicos

3 Identificar as espécies de enterobactérias oriundas de colonização do TGI dos

voluntários com fenótipo compatível para a produção de pAmpC;

3 Descrever os genes envolvidos na produção de pAmpC;

3 Determinar os perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos das cepas produtoras de

pAmpC.
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1 População incluída no estudo

A população estudada incluiu voluntários adultos que se apresentaram em um posto de

pronto atendimento de dois hospitais 4 um público e um privado 4 da Região Metropolitana

do Rio de Janeiro entre novembro de 2021 a dezembro de 2022, que consentiram em

participar do estudo e fornecer um swab retal auto coletado. O critério de exclusão foi o

registro de hospitalização nos últimos seis meses e a ausência de crescimento bacteriano na

amostra fornecida. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa

(CEP) sob o número 46762621.2.0000.5455, conforme o anexo I.

4.2 Coleção de amostras

Após o recebimento, os swabs passaram pelo teste de viabilidade bacteriana por meio

de spots em uma placa de Petri (90x15mm) composta por Ágar Triptona de Soja (TSA). Essa

etapa foi necessária para que fosse possível garantir que, caso as amostras não apresentassem

crescimento na placa com a pressão seletiva, fosse devido à ausência dos microrganismos

com o fenótipo sob investigação, e não em decorrência de um swab mal ou não coletado.

Dessa forma, todos os voluntários cujos swabs que não apresentaram crescimento na etapa de

viabilidade foram excluídos do estudo. Em seguida, o swab foi semeado, através de

semeadura confluente, em uma placa de Petri de mesmo tamanho contendo 20 mL de ágar

MacConkey suplementada com ceftriaxona (CRO; 1,5 μL/mL) para a observação presuntiva

da presença de betalactamases. Essas placas foram incubadas a 35 ± 2°C durante 18-24 horas,

em aerobiose, e observou-se, ao final, se houve crescimento na placa sem pressão seletiva e

na presença de ceftriaxona.

As placas que apresentaram crescimento em ágar MacConkey suplementado com

ceftriaxona foram submetidas à técnica do carimbo (Replica plating). Elas foram pressionadas

em um veludo estéril 4 testado para esterilidade por meio do carimbo em uma placa de Ágar

MacConkey sem antimicrobiano 4 e, posteriormente, as colônias foram replicadas em outras

cinco placas. Dessas, a primeira e a última foram placas de Petri (90x15mm) com 20 mL de

Ágar MacConkey sem suplementação de antimicrobiano, a fim de garantir o controle tanto do

crescimento quanto da semeadura, e as outras três placas possuíam o mesmo volume de meio

de cultura, porém acrescidos de cefepima (CPM; 16 μL/mL), cefoxitina (FOX; 32 μL/mL) e

imipenem (IPM; 4 μL/mL), o que nos permitiu observar de forma presuntiva, bactérias
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produtoras de ESBL, AmpC e carbapenemase, respectivamente. Após a realização da técnica,

elas foram incubadas a 35 ± 2°C durante 18-24 horas, em aerobiose.

A partir desse processamento, foram selecionados, pelo menos, dois representantes de

cada morfotipo para repique e armazenamento, e ao final, obteve-se um total de 231 cepas

recuperadas da pressão seletiva por cefoxitina, oriundas de 58 voluntários.

4.3 Confirmação da identificação das amostras

Todas as 231 cepas bacterianas recuperadas da pressão seletiva por cefoxitina

passaram por uma confirmação da identificação por espectrometria de massas do tipo

MALDI-TOF MS (do ingles, Matrix-Assisted Laser Desorption⁄Ionisation Time-Of-Flight

Mass Spectrometry), com auxílio do aparelho Microflex LT e do software Biotyper 3.0,

mediante as instruções do fabricante (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para isso,

inicialmente as amostras foram reativadas em uma placa de Petri (60x15mm) contendo 10 mL

de CHROMagar Orientation (Difco, Michigan, EUA) e, após a realização da semeadura por

esgotamento, foram incubadas a 35 ± 2°C durante 18 - 24 horas em aerobiose. Confirmada a

pureza da cultura, uma colônia isolada foi depositada em um poço da placa do equipamento,

seguida de 1 μL de ácido fórmico (70%) (Sigma, St Louis, EUA) 4 para a exposição dos

peptídeos 4 e, após a secagem, 1 μL de matriz (ácido hidroxicinâmico) (Bruker Daltonics,

Bremen, Alemanha) para ionizá-la. O resultado foi interpretado através do score indicado com

base no nível de similaridade existente entre a espécie a ser identificada e uma amostra de

referência presente no banco de dados vigente. Foi considerada a identificação de grande

confiabilidade quando o score obtido foi entre 2 e 3. No caso de score abaixo do desejado a

testagem para identificação foi refeita.

4.4 Detecção fenotípica da produção de AmpC

A detecção presuntiva da produção de AmpC foi realizada através do teste de

disco-difusão, somente para E. coli e Klebsiella spp., as quais não expressam cefalosporinases

de forma intrínseca. Inicialmente, foi realizada uma suspensão em 3 mL de solução salina

(NaCl - 0,85%), de acordo com a escala 0,5 de McFarland (que corresponde a 1,5 x 10⁸

unidades formadoras de colônias (UFC/mL) para cada uma das amostras. Em seguida, com

auxílio de um swab estéril, a amostra foi semeada, através da técnica de semeadura

confluente, em uma placa de Petri de tamanho 90x15 mm contendo 20 mL de ágar

Mueller-Hinton (Difco, Michigan, EUA). Os discos contendo amoxicilina/ácido clavulânico

(30/10 μg) e cefoxitina (30 μg) foram aplicados e as placas foram incubadas a 35 ± 2°C
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durante 16-18 horas em aerobiose. Os resultados foram analisados de acordo com os critérios

do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023). Para o controle desse teste, as

amostras utilizadas foram E. coli PHP, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853. A

resistência aos dois discos testados foi considerada como teste presuntivo positivo para a

produção de AmpC (Peter-Getzlaff et al., 2011)

4.5 Detecção genotípica

A presença de genes relacionados à produção pAmpC foi realizada por meio da

técnica de PCR (do inglês, Polymerase Chain Reaction) multiplex, seguida por PCR simplex

para todas as amostras pertencentes à família Enterobacteriaceae que foram recuperadas da

pressão seletiva por cefoxitina. A inclusão dos gêneros que produzem cefalosporinases de

forma intrínseca se justifica na possível aquisição de pAmpC apesar do atributo de resistência

intrínseco. Em seguida foi feita a eletroforese em gel de agarose e posterior análise de

resultados.

4.5.1 Obtenção do DNA bacteriano

As amostras testadas foram semeadas em uma placa de Petri (60x15mm) contendo 10

mL de CHROMagar Orientation (Difco, Michigan, EUA) e incubada a 35 ± 2°C durante 18 -

24 horas em aerobiose. Após crescimento puro, uma a duas colônias foram transferidas para

um microtubo contendo 100 μL de água destilada estéril, seguida da homogeneização dessa

suspensão. A obtenção do DNA foi realizada por aquecimento na primeira etapa da

termociclagem da reação de PCR. Nos casos em que as suspensões não foram usadas de

imediato, foi realizado o armazenamento delas no freezer a -20 °C para a sua preservação e

utilização futura.

4.6 Detecção dos genes codificadore de AmpC plasmidial

A detecção de bactérias produtoras de pAmpC foi realizada em duas etapas.

Primeiramente, foram pesquisados a presença de genes que codificam variantes de pAmpC

agrupadas em 6 grupos, de acordo com a sequência de nucleotídeos, sendo eles: MOX (para

detecção de blaMOX-1 , blaMOX-2, blaCMY-1 e blaCMY-8 a blaCMY-11), CIT (para detecção de blaLAT-1 a

blaLAT-4, blaCMY-2 a blaCMY-7 e blaBIL-1), DHA (para detecção de blaDHA-1 e blaDHA-2), ACC (para

detecção de blaAAC), EBC (para detecção de blaMIR-1T e blaACT-1), e FOX (para detecção de

blaFOX-1 a blaFOX-5b). Após a detecção do tipo de AmpC presente nas amostras testadas, foi feita

uma confirmação do resultado para cada uma dessas amostras através de PCR simplex,
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específica para cada gene positivo na PCR multiplex. Os oligonucleotídeos iniciadores, as

etapas de termociclagem, os alvos e os tamanhos esperados dos amplicons estão descritos na

Tabela 1. Para a reação, foram pipetados 10 μL de GoTaq® G2 Green Master Mix (2×)

(Promega, Madison, EUA), seguidos de 0,6 μL dos oligonucleotídeos iniciadores MOX, CIT

e DHA (forward e reverse; 20 pmol/μl), 0,5 μL dos oligonucleotídeos iniciadores ACC e EBC

(forward e reverse; 20 pmol/μl), e 0,4 μL dos oligonucleotídeos iniciadores FOX (forward e

reverse; 20 pmol/μl). Em seguida, foram adicionados 2,6 μL de H₂O livre de DNAse

(Uniscience) e 1 μL de DNA da amostra. Para o controle dessa reação, as amostras utilizadas

foram E. coli PHP para o grupo CIT, e M. morganii para o grupo DHA. Para os grupos ACC e

EBC, foram utilizadas as amostras H. alvei e E. coli c600 R96D, respectivamente. Por fim, a

amostra E. coli 200 foi utilizada para o grupo FOX. Até o momento, não possuímos uma

amostra controle correspondente ao grupo MOX (Pérez-Pérez e Hanson, 2002).

4.7 Eletroforese em gel de agarose

Após as reações, os produtos amplificados foram observados por meio da eletroforese

em gel de agarose (Kasvi, Espanha) a 2% em cuba horizontal. A eletroforese ocorreu a 100

volts durante 45 minutos, contendo tampão tris-borato EDTA (TBE) 0,5X; e coloração do

DNA amplificado com brometo de etídio (0,5%) (Sigma, St Louis, EUA). O marcador de

tamanho molecular utilizado foi o Ladder 100 pb (Sinapse, EUA) e, ao final da corrida, o gel

foi revelado com auxílio de radiação ultravioleta no fotodocumentador ImageQuant LAS

4000 (GE Healthcare Life Sciences, São Paulo, Brasil).

4.8 Antibiograma1

As amostras que não produzem AmpC de forma intrínseca recuperadas dos voluntários

estudados, E. coli e K. pneumoniae, e que apresentaram resultado positivo ao teste presuntivo

de produção de AmpC, foram submetidas ao teste de suscetibilidade aos antimicrobianos.

Para isso, foi realizada uma suspensão em salina das amostras correspondente à turbidez 0,5

da escala de McFarland (1,5 x 10⁸ UFC). Com auxílio de um swab, foi feita a semeadura

confluente da suspensão em uma placa de Petri (150×15mm) contendo 50 mL de ágar

Mueller-Hinton (Difco, Michigan, EUA), e os discos de antimicrobianos foram distribuídos.

Os discos utilizados (todos Cefar, São Paulo, Brasil) incluíram ácido nalidíxico (30μg),

amicacina (30μg), ampicilina (10μg), ciprofloxacina (5μg), cloranfenicol (30μg), ertapenem

1 O teste de detecção fenotípica da produção de AmpC e o antibiograma foram realizados na mesma
placa. A divisão dos tópicos foi construída a fim de facilitar o entendimento.
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(10μg), fosfomicina (50μg), gentamicina (10μg), meropenem (10μg), nitrofurantoína (300μg),

sulfametoxazol/trimetoprim (23,75/1,25μg) e tetraciclina (30μg). Vale destacar que o

antimicrobiano tigeciclina (15μg) foi utilizado nesse teste no lugar de tetraciclina (30μg) para

as amostras de E.coli, e os discos de ampicilina foram testados somente para essa espécie.

Para o controle desse teste, as amostras utilizadas foram E. coli PHP, E. coli ATCC 25922 e P.

aeruginosa ATCC 27853. Após a incubação a 35 ± 2°C durante 18-24 horas em aerobiose, o

diâmetro dos halos de inibição do crescimento formados ao redor dos discos foram medidos e

as bactérias classificadas em sensível, intermediária ou resistente, de acordo com as diretrizes

do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023), exceto para tigeciclina cuja

interpretação foi feita com base no Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing (BrCAST, 2023).
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Tabela 1 - Oligonucleotídeos iniciadores, tamanho do produto, alvo e termociclagem para a detecção de genes envolvidos na produção de AmpC plasmidial

Iniciadores Sequência 5' - 3' Tamanho do produto (pb) Alvo Termociclage
m Referência

MOX-F GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA
520

MOX/CMY-1, -8
ou -11MOX-R ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT

CIT-F GGT TAG TTG GCC ССС TTA AA
462

LAT/CMY-2 ou
-7/BILCIT-R AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT 1. 94ºC/3'

DHA-F TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG
405 DHA

2. 25 ciclos

DHA-R TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG 94ºC/30" Pérez-Pérez e

ACC-F AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG
346 ACC

64ºC/30" Hanson. 2002

ACC-R TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC 72ºC/60"

EBC-F TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGC
302 MIR/ACT

3. 72ºC/7'

EBC-R CTT CCA CTG CGG CTG CCA GTT

FOX-F AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G
190 FOX

FOX-R CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG
1. Denaturação inicial; 2. 25 ciclos de: denaturação, anelamento e extensão; 3. Extensão final; F: foward; R: reverse; pb: pares de base.
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5. RESULTADOS

5.1. Coleção bacteriana

Foram obtidos 228 swabs retais, oriundos de 228 indivíduos que se apresentaram no

posto de pronto atendimento de um hospital público ou de um hospital privado na região

metropolitana do Rio de Janeiro e que não apresentaram histórico de internação nos últimos

seis meses, sendo 187 oriundos do hospital público e 41 do hospital privado. Desse total, 104

swabs (45,6%) apresentaram crescimento quando cultivados em ágar MacConkey

suplementado com ceftriaxona e, após a técnica de replica plating, 58 (55,7%) apresentaram

crescimento na placa de ágar MacConkey suplementado com cefoxitina. Dessas amostras, 231

cepas foram recuperadas, as quais foram submetidas à identificação microbiana. Os

microrganismos isolados com maior frequência pertenciam às famílias Pseudomonadaceae

(83), seguido por Enterobacteriaceae (82), Hafniaceae (21), Moraxellaceae (19),

Xanthomonadaceae (9), Alcanigenaceae (8), Brucellaceae (8) e Enterococcaceae (1). Cinco

espécies foram identificadas entre os microrganismos da família Enterobacteriaceae, foco do

presente estudo: E. coli (37), Enterobacter spp. (27), Citrobacter spp. (11), K. pneumoniae

(5) e Morganella spp. (2). Dessas enterobactérias, as pertencentes às espécies E. coli e K.

pneumoniae não produzem AmpC de forma intrínseca e, portanto, constituíram a coleção de

42 cepas investigadas quanto ao fenótipo sugestivo de pAmpC (Figura 2). Essas bactérias

foram oriundas de 13 (5,7%) voluntários que se apresentaram no posto de pronto atendimento

do hospital público.

5.3. Triagem presuntiva da produção de pAmpC

Ao todo, 29 cepas de E. coli, oriundas de sete (3%) voluntários, apresentaram

resistência à cefoxitina e/ou amoxicilina/ácido clavulânico; e quatro amostras de K.

pneumoniae, oriundas de dois (0,9%) voluntários, apresentaram resistência aos mesmos

antimicrobianos, representando 3,9% de prevalência do fenótipo sugestivo da produção de

pAmpC na população estudada. Dessa forma, as 33 amostras que apresentaram resistência aos

antimicrobianos citados seguiram para o teste de detecção do gene de AmpC plasmidial

(Figura 2). As 40 cepas pertencentes às espécies que expressam cefalosporinases intrínsecas

foram incluídas na pesquisa dos genes codificadores de pAmpC, para acessar a possibilidade

de terem adquirido esse determinante de resistência apesar do gene cromossômico.
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Figura 2: Fluxograma correspondente aos resultados observados a partir da coleção

bacteriana até a triagem presuntiva da produção de pAmpC. Em vermelho, estão destacadas

aquelas famílias que apresentam amostras pertencentes a outras famílias; em roxo, foi

destacado aqueles gêneros que pertencem à família Enterobacteriaceae que também

expressam AmpC de forma intrínseca; em verde, foram destacadas as duas espécies que não

expressam AmpC intrínsecas, seguido das amostras que foram positivas no teste de triagem

presuntiva da produção de pAmpC.

5.3. Teste de detecção do gene de pAmpC

Das 29 amostras de E. coli testadas, 23 apresentaram amplificação de algum dos

grupos de pAmpC pesquisados, e os fragmentos apresentaram tamanhos compatíveis ao

esperado para os genes do grupo blaCIT-like (20) ou blaDHA-like (3). O resultado foi confirmado

por PCR simplex, como apresentado nas figuras 3 e 4. As demais amostras testadas,

incluindo espécies identificadas como E. coli e K. pneumoniae, apresentaram resultado

negativo. Para cada uma dessas amostras negativas, foi realizado testes para a detecção da

presença de outros genes codificadores de enzimas betalactamases, a destacar o teste de

detecção fenotípica (Jarlier et al., 1988) seguido da detecção dos genes codificadores de

ESBL (Botelho, 2012); e o teste mCIM (do inglês, modified carbapenem inactivation method)

para a detecção das amostras produtoras de carbapenemase (Tsai et al., 2020). Das 10

amostras testadas, quatro delas foram positivas para a presença de carbapenemase e duas para

a presença de ESBL. As demais quatro amostras não apresentaram resultado positivo em

nenhum dos testes realizados, tornando-se necessário mais estudos para compreender o

fenótipo desses voluntários. Por fim, das 40 que expressam cefalosporinase intrínseca testadas
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para a presença dos genes codificadores de pAmpC, 38 apresentaram resultado negativo e

duas foram positivas para o grupo blaCIT-like.

Figura 3: Gel referente a corrida eletroforética para a PCR simplex confirmatória para as
amostras positivas para o gene do grupo DHA. (canaleta 1, marcador de tamanho molecular; canaleta 2,
amostra ACP 353; canaleta 3, amostra ACP 362; canaleta 4, amostra ACP 369; canaleta 5, amostra controle de
DHA; canaleta 6, branco)

Figura 4: Gel referente a corrida eletroforética para a PCR simplex confirmatória para as
amostras positivas para o gene do grupo CIT. (canaleta 1, marcador de tamanho molecular; canaleta 2,
amostra CPN 131; canaleta 3, amostra CPN 132; canaleta 4, amostra CPN 133; canaleta 5 e 6, amostra CPN 134;
canaleta 7, amostra ACP 156; canaleta 8, amostra ACP 157; canaleta 9, amostra ACP 158; canaleta 10, amostra
ACP 159; canaleta 11, amostra ACP 222; canaleta 12, amostra ACP 223; canaleta 13, amostra ACP 224;
canaleta 14, amostra ACP 225; canaleta 15, amostra ACP 226; canaleta 16, amostra ACP 227; canaleta 17,
amostra ACP 296; canaleta 18, amostra ACP 297; canaleta 19, amostra ACP 300; canaleta 20, amostra ACP 301;
canaleta 21, amostra ACP 306; canaleta 22, amostra ACP 319; canaleta 23, amostra controle de CIT; canaleta 24,
branco).
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5.4. Antibiograma e perfil de susceptibilidade reduzida aos antimicrobianos

Das 33 amostras com fenótipo consistente para a produção de AmpC adquirida, 93,9%

apresentaram susceptibilidade reduzida a cefoxitina e a amoxicilina/ácido clavulânico; 87,8%

a cefotaxima; 84,8% a ceftriaxona; 81,8% a ciprofloxacina; 69,7% a ácido nalidíxico; 54,5%

a sulfametoxazol/trimetoprim; 45,4% a gentamicina; 30,3% a aztreonam; 27,2% a ertapenem;

24,4% a cefepima; 24,2% a nitrofurantoína; 18,1% a cloranfenicol; 12,1% a fosfomicina e a

meropenem; e 3% a amicacina. Todas as amostras foram suscetíveis a tigeciclina; das 29 E.

coli testadas para ampicilina, apenas uma foi suscetível; e das quatro K. pneumoniae testadas

para tetraciclina, duas delas foram suscetíveis e duas resistentes.

Ainda, os resultados gerados a partir do antibiograma permitiu o agrupamento das

amostras em diferentes perfis de susceptibilidade, levando em consideração ainda o gene de

pAmpC apresentado. Podemos observar na tabela 2 que cada um dos 9 indivíduos

apresentaram cepas com diferentes perfis. Obtivemos 20 amostras positivas para CIT com 12

perfis de susceptibilidade reduzida diferentes, três amostras de DHA apresentando três perfis

diferentes e 10 amostras que não apresentaram os genes de pAmpC pesquisados que poderiam

ser responsáveis pela produção do fenótipo identificado, apresentando 8 perfis diferentes. É

possível notar, ainda, que alguns voluntários apresentaram cepas com perfis indistintos, como

o CP158; enquanto outros apresentaram amostras com perfis diferentes, como o CP177. que

apresentou quatro amostras identificadas como E. coli, cada uma com um perfil diferente e

três delas positivas para o gene DHA. As quatro amostras pertencentes aos pacientes T3 e T23

4 identificadas como K. pneumoniae 4 apresentaram quatro perfis diferentes, porém duas

foram positivas para a presença dos genes codificadores de ESBL, e as outras duas não

tiveram a detecção do gene responsável pela produção do fenótipo identificado. Vale destacar

ainda que seis amostras pertencentes aos voluntários CP186, CP177 e T30, identificadas

como E. coli, apresentaram quatro perfis diferentes, porém quatro foram positivas no teste de

detecção do fenótipo para a presença de carbapenemase, e duas não tiveram a detecção do

gene pesquisado identificado. Os resultados a respeito dos diferentes mecanismos de

resistência apresentados com relação aos voluntários e os microrganismos identificados

podem ser observados na tabela 3. Por fim, ainda é possível observar que são poucas as

amostras que apresentam perfis semelhantes, a destacar as pertencentes aos perfis 2, 10, 15,

16, 20 e 22; todavia, existem muitas identificadas como pertencentes ao mesmo indivíduo que

vão apresentar a mesma identificação e o mesmo gene, porém com perfis diferentes, como por

exemplo o voluntário CP177 com relação os perfis 3, 6 e 1.



25

Tabela 2 - Perfis de resistência aos antimicrobianos testados em amostras recuperadas do TGI de indivíduos sem histórico de internação recente que apresentaram pAmpC
Perfis AMP AMC FOX CTX CRO CIP NAL SUT GEN ATM ETP CPM NIT CLO FOS MER AMI TET TGC Voluntários (N de amostras) Espécies Genes

1 CP125 (1) E. coli blaCIT

2 CP125 (3) E. coli blaCIT

3 CP177 (1) E. coli blaDHA

4 CP186 (1) E. coli -

5 CP177 (1) E. coli -

6 CP177 (1) E. coli blaDHA

7 CP125 (1) E. coli blaCIT

8 T18 (1) E. coli blaCIT

9 CP125 (1) E. coli blaCIT

10 CP061 (2) E. coli blaCIT

11 CP061 (1) E. coli blaCIT

12 CP177 (1) E. coli blaDHA

13 CP061 (1) E. coli blaCIT

14 T18 (1) E. coli blaCIT

15 CP158 (2) E. coli blaCIT

16 T18 (1) CP158 (4) E. coli blaCIT

17 T23 (1) K. pneumoniae -

18 T18 (1) E. coli blaCIT

19 T3 (1) K. pneumoniae -

20 T30 (2) E. coli -

21 T23 (1) K. pneumoniae -

22 T30 (2) E. coli -

23 T3 (1) K. pneumoniae -

AMP: ampicilina AMC: amoxicilina/Ácido clavulânico FOX: cefoxitina CTX: cefotaxima CRO: ceftriaxona CIP: ciprofloxacina NAL: ácido nalidíxico SUT:
sulfametoxazol/Trimetoprima GEN: gentamicina ATM: aztreonam ETP: ertapenem CPM: cefepima NIT: nitrofurantoína CLO: cloranfenicol FOS: fosfomicina MER: meropenem AMI:
amicacina TET: tetraciclina TGC: tigeciclina
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Tabela 3 - Mecanismos de resistência à cefoxitina identificados nos microrganismos isolados e os respectivos voluntários

Voluntários Espécie
Amostras com mecanismo de resistência

à cefoxitina elucidado
Amostras com resistência à
cefoxitina não elucidados Mecanismo

T3 K. pneumoniae CHN 24; CHN 26 ESBL blaTEM, blaSHV, blaCTX-M-1/2

T18 E. coli CPN 131; CPN 132; CPN 133; CPN 134 blaCIT positivo

T30 E. coli CHN 212; CHN 213; CHN 214; CHN 215 Carbapenemase*

CP061 E. coli ACP 156; ACP 157; ACP 158; ACP 159 blaCIT positivo

CP125 E. coli ACP 222; ACP 223; ACP 224; ACP 225; ACP 226; ACP 227 blaCIT positivo

CP158 E. coli ACP 296; ACP 297; ACP 300; ACP 301; ACP 306; ACP 319 blaCIT positivo

CP177 E. coli ACP 353; ACP 362; ACP 369 blaDHA positivo

CP177 E. coli ACP 352

CP186 E. coli ACP 407

T23 K. pneumoniae CPN 165; CPN 187

*teste fenótipo positivo
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6. DISCUSSÃO

No presente estudo foi observada uma prevalência de 2,2% de enterobactérias que

apresentavam o gene de pAmpC colonizando o trato gastrointestinal de indivíduos sem

histórico de internação recente. Observa-se ainda uma prevalência de 3,9% do fenótipo

sugestivo da produção de pAmpC na população estudada. Apesar de K. pneumoniae ter

apresentado esse fenótipo, E. coli foi a única espécie que apresentou os genes pesquisados.

Dentre os diferentes grupos de genes existentes, pudemos observar o CIT, em uma maior

frequência, seguido de DHA. Ademais, as amostras testadas mostraram perfis de

susceptibilidade reduzida a diferentes classes de antimicrobianos além dos betalactâmicos.

Durante o período de coleta, foram obtidos 228 swabs retais, e destes 104 (45,6%)

apresentaram crescimento em ágar MacConkey suplementado com ceftriaxona. No entanto,

quando replicado o crescimento dessas placas em cefoxitina, foi observado que 58 (55,7%)

swabs apresentaram crescimento na vigência deste antimicrobiano. Essa diferença de presença

de crescimento entre esses antimicrobianos já era esperada, visto que a ceftriaxona representa

uma pressão seletiva inicial que permite tanto o crescimento de cepas produtoras de AmpC,

quanto aquelas produtoras de ESBL ou carbapenemase (Queenan e Bush, 2007; Jacoby, 2009;

Ghafourian et al., 2015); portanto, a semeadura em uma pressão seletiva inicial e subsequente

carimbo em cefoxitina foram realizadas para atuarem como um screening da presença de

AmpC.

A identificação das espécies nos permitiu observar que 35,9% das amostras obtidas na

vigência de cefoxitina eram pertencentes à família Pseudomonadaceae. Isso pode ser

explicado pela capacidade desses microrganismos apresentarem resistência intrínseca mediada

pela combinação de impermeabilidade; produção de dois genes codificadores de

betalactamases 4 blaOXA-50 e AmpC induzível 4 e a presença de dois sistemas de efluxo

continuamente expressos (Lupo, Haenni e Madec, 2018). Já na família Hafniaceae, que

representou 9% dessas amostras, estão presentes microrganismos que podem ser encontrados

nos seres humanos, assim como em esgoto, solo e água (Ionescu et al., 2022), e esses

microrganismos podem produzir cefalosporinase em baixo nível de forma induzível ou em

alto nível de forma constitutiva. Isso porque o produto do gene ampR, localizado próximo ao

gene codificador de AmpC, pode atuar como ativador da biossíntese de AmpC após a adição

de um indutor betalactâmico (Girlich, 2000). A família Moraxellaceae representou 8,2% das

amostras obtidas e, dentre os seus mecanismos intrínsecos, tem-se a impermeabilidade natural

da membrana, efluxo basal e betalactamases cujos genes estão localizados no cromossomo,
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como a oxacilinase OXA-51 e a enzima AmpC (Corvec et al., 2003; Lupo, Haenni e Madec,

2018). Com 3,8% de amostras obtidas, a família Xanthomonadaceae apresenta espécies com

diferentes mecanismos que contribuem para a sua resistência aos antimicrobianos, dentre elas,

a Stenotrophomonas maltophilia pode apresentar bombas de efluxo, betalactamases

codificadas nos cromossomos, plasmídeos e transposon e, assim como na família Hafniaceae,

a presença do regulador transcricional ampR capaz de regular 4 ativando ou reprimindo 4 a

expressão de AmpC (Brooke, 2012). As famílias Alcaligenaceae e Brucellaceae,

representaram 3,4% do total, e apresentam microrganismos como Achromobacter, que tem

como principais mecanismos de resistência intrínseca as bombas de efluxo e betalactamases

cromossômicas como OXA-114 e AmpC, que também podem ser adquiridas (Isler et al.,

2020; Fluit et al., 2022), e como Ochrobactrum, que frequentemente não respondem a terapia

empírica padrão devido à produção de AmpC (ElAdawy et al., 2012). Por fim, representando

0,43% das amostras obtidas, a família Enterococcaceae, que apresenta patógenos oportunistas

tipicamente presentes na microbiota intestinal, e que podem adquirir resistência por meio de

plasmídeos ou transposons, ou então apresentar resistência intrínseca às cefalosporinas, o que

os tornam importantes quando se trata de infecções adquiridas na comunidade (Torres et al.,

2018).

Com relação à família Enterobacteriaceae, dois casos podem ser observados: o de

ocorrência de espécies sabidamente produtoras de AmpC intrínsecas, e de espécies onde a

expressão fenotípica da resistência à cefoxitina não é uma característica intrínseca. Entre os

produtores de AmpC cromossômicas, os gêneros isolados no nosso estudo incluiu

Enterobacter, Citrobacter e Morganella. Enterobacter sp. é um organismo de relevante

potencial patogênico causador de IRAS, que com frequência apresentam resistência a

carbapenemas devido à hiperexpressão do gene AmpC juntamente com alterações na

permeabilidade da membrana, e também pela aquisição de genes para carbapenemases, por

exemplo, através de plasmídeos ou outros elementos genéticos móveis (Mezzatesta, Gona e

Stefani, 2012; Boyd et al., 2020). Citrobacter sp. é outro gênero também comum em amostras

de origem nosocomial, muito documentada em episódios de colonização e IRAS, sobretudo

em pacientes internados em UTIs (Anderson et al., 2018). O gênero expressa AmpC de forma

constitutiva e hiperexpressa de forma induzível. Pode adquirir ESBLs, carbapenemases,

oxacilinases e também determinantes de resistência a outras classes de antimicrobianos

mediadas por plasmídeos (Liu et al., 2018). Por fim, o gênero Morganella sp. também é um

organismo capaz de causar infecções, comum no ambiente nosocomial e que apresenta AmpC

induzível. Pode estar associado a infecções na corrente sanguínea e do trato urinário,
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sobretudo em pacientes imunocomprometidos (Liu et al., 2016). Esses microrganismos

apresentam um grande impacto clínico uma vez que existem diversos fatores que corroboram

isso, como uma intensa transmissão cruzada de microrganismos nos hospitais, sistemas de

saúde ineficazes, saneamento deficiente, e economia dependente de agricultura e pecuária, na

qual utilizam grandes quantidades de antimicrobianos, o que pode acarretar em animais, solo

e água colonizados por bactérias resistentes aos antimicrobianos, que foram selecionadas por

pressão seletiva antropogênica (Bonelli, Moreira e Picão, 2014).

Entre os microrganismos que podem apresentar AmpC de forma adquirida em

indivíduos na comunidade, foco deste trabalho, observamos E. coli (3%) com maior

frequência, seguido por K. pneumoniae (0,9%). E. coli é uma das causas mais frequentes de

diversas infecções bacterianas em seres humanos, como enterite, ITUs, septicemia e

meningite neonatal (Allocati et al., 2013), e que pode apresentar, dentre diferentes

mecanismos de resistência, as pAmpC. Como exemplo, o gene blaCMY-2 (do grupo CIT) já foi

descrito nessa espécie recuperada de aves, carnes bovinas e suínas, amostras ambientais e em

humanos (Voets et al., 2013). K. pneumoniae é outra espécie com uma crescente notoriedade

devido à sua propensão em acumular mutações e adquirir determinantes genéticos que levam

ao surgimento de múltiplos clones de relevância internacional e resistentes a diferentes clases

de antibióticos, como aminoglicosídeos, quinolonas, tigeciclina, polimixinas e betalactâmicos

(Dong et al., 2022). Esses dois microrganismos são a causa comum de infecções hospitalares

e comunitárias, e podem apresentar enzimas do tipo ESBL, AmpC e carbapenemases

(Kazemian et al., 2019). Apesar disso, a diferença observada com relação a presença de E.

coli (87,9%) e K. pneumoniae (12,1%) no teste de detecção do fenótipo também pode ser

observada em outros estudos. Em Taiwan, de 50 enterobactérias fenotipicamente positivas

para AmpC isoladas de pacientes com ITU, 60% eram E. coli e 8% eram K. pneumoniae (Lee

et al., 2015). Já um estudo na Uganda isolou 129 enterobactérias produtoras de AmpC de

indivíduos que frequentavam ambulatórios na área rural e urbana, nos quais 89,9% eram E.

coli e 10,1% eram K. pneumoniae (Najjuka et al., 2020). Ao observar estudos como esses,

podemos considerar que a frequência de E. coli observada no presente estudo já era esperada,

visto que é bastante similar ao encontrado na literatura.

Ao realizar o teste de detecção do gene responsável pelo fenótipo compatível com a

produção de AmpC, foi observada a presença de 8,6% amostras positivas para o grupo CIT

com relação às amostras recuperadas da pressão seletiva por cefoxitina, um resultado muito

similar ao encontrado na literatura, onde observa-se que a rápida disseminação de plasmídeos

como o IncA/C ou IncI1, portadores do gene blaCMY-2 mais frequentemente relatados, é
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responsável pela ampla distribuição desse gene entre as Enterobacteriaceae (Fang et al.,

2015; Fallah et al., 2020). É possível encontrar estudos de diferentes lugares e diferentes

compartimentos ambientais que identificaram a presença de pAmpC positivas para o gene

blaCMY-2, como em cães e gatos no Taiwan (Liu, Kuan, Yeh, 2021), carcaças de frango

congeladas (Botelho et al., 2015), viajantes (Tufic-Garutti et al., 2021) e pacientes

ambulatoriais e internados (Sampaio e Gales, 2016) no Brasil, e em indivíduos da comunidade

na Holanda (Reuland et al., 2015). Nota-se ainda a presença de 1,2% de amostras positivas

para o grupo blaDHA-like que, assim como indicado na literatura, se mostraram isoladas em

menor quantidade (Giakkoupi et al., 2006). Esse gene já observado em indivíduos

hospitalizados (Mohamudha, Harish e Parija, 2012; Lee et al., 2015; Aryal et al., 2020) pode

ser co-expresso com diversos outros genes de resistência a antimicrobianos, como por

exemplo ESBL, oxacilinases, penicilinases, carbapenemases, aminoglicosídeos e genes que

codificam resistência à sulfonamidas (Hennequin, Ravet e Robin, 2018). Ademais, os

plasmídeos que transportam o gene blaDHA-1 também podem carregar o gene ampR, tornando

essa betalactamase induzível naqueles que adquirem esses elementos (Akata et al., 2019).

Todavia, não se observam estudos para a detecção de pAmpC que descrevem a presença dessa

enzima no Brasil, independente da esfera ambiental estudada, o que pode ser explicado pela

presença do gene repressor, no qual pode interferir inibindo a expressão dessa enzima. Os

resultados apresentados refletem a parcela de disseminação encontrada na comunidade, que

pode servir como porta de entrada para bactérias portadoras dessa enzima em hospitais, águas

residuais, agricultura e animais, sejam domésticos ou de criação.

Durante o teste de detecção do gene, apresentamos ainda 10 amostras no qual o gene

pesquisado responsável pela produção do fenótipo não foi detectado. Para explicar o

crescimento obtido com os discos dispostos, realizamos o teste que nos permitiu avaliar a

produção de carbapenemase, o mCIM, no qual foi observado que quatro amostras 4 CHN

212, CHN 213, CHN 214 e CHN 215 4 identificadas como E.coli, foram positivas para a

presença de carbapenemase. É possível ainda que sejam encontradas cepas que apresentem

pAmpC capazes de sofrerem mutações, e se tornarem resistentes aos carbapenêmicos quando

associados a perda de porinas ou ativação da bomba de efluxo (Jacoby, 2009; Rensing et al.,

2019; Bush e Bradford, 2020), assim como pode ocorrer a produção de carbapenemase,

codificadas em cromossomos e plasmídeos (Bush, 2018), que conferem resistência a esses

betalactâmicos. Sendo assim, casos relacionados à presença de pAmpC são consideráveis se

essas amostras apresentarem algum gene pertencente a essa família no qual não seja possível

identificar. Ademais, essa resistência à amoxicilina/ácido clavulânico e cefoxitina pode ser
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explicada pela possível mutação ou modulação da expressão de genes intrínsecos, como já

abordado, assim como pela presença de uma betalactamase diferente da de interesse do

estudo, a carbapenemase.

A fim de tentar explicar o resultado de outras duas amostras negativas, acrescentamos

ao teste de detecção do fenótipo, os discos que nos permitem detectar presuntivamente a

presença de ESBL, sendo eles aztreonam (30 μg), cefotaxima (30 μg), ceftriaxona (30 μg),

cefoxitina (30 μg) e cefepima (30 μg). Ao observar a presença de uma zona fantasma de

inibição ou distorções no padrão de crescimento bacteriano na interseção entre os discos

testados e o disco de amoxicilina/ácido clavulânico, concluímos que essas amostras,

identificadas como K.pneumoniae, eram possíveis produtoras de ESBL (Jarlier et al., 1988) e,

ao realizar a PCR para confirmação e detecção do gene, observamos que as duas amostras 4

CHN 24 e CHN 26 4 oriundas do mesmo indivíduo, foram positivas para SHV, TEM e

CTX-M-1/2. As demais quatro amostras, identificadas como duas E. coli e duas K.

pneumoniae, não foram positivas para nenhum dos testes, sendo necessários experimentos

adicionais para identificar o mecanismo de resistência apresentado, que pode ser explicado,

por exemplo, pela perda de porina ou hiperexpressão de bombas de efluxo, quando exposta a

uma determinada pressão seletiva, ou mesmo pela presença de um gene novo de pAmpC que

não foi pesquisado nessa oportunidade.

Importante destacar que o teste de detecção dos genes foi realizado também para as

amostras pertencentes à família Enterobacteriaceae que apresentavam AmpC intrínseca, uma

vez que as mesmas também podem receber genes codificadores dessas enzimas através de

plasmídeos. Essa detecção é possível desde que o gene de pAmpC não seja do mesmo grupo

que a AmpC cromossômica (Pérez-Pérez e Hanson, 2002). Das 40 amostras testadas, 38

apresentaram resultado negativo, sugerindo que esse grupo de microrganismos não participa

de forma relevante da disseminação de pAmpC no TGI da população estudada. Ademais, duas

amostras identificadas como C. freundii, pertencentes ao voluntário T16, foram positivas para

o grupo CIT. Embora essa espécie seja conhecida por abrigar um gene intrínseco do grupo

CIT, a amplificação observada não é esperada, pois, segundo os autores do artigo que

desenvolveu a PCR multiplex para a detecção de pAmpC, os iniciadores não hibridizam nos

genes que codificam as AmpCs cromossômicas de C. freundii. Assim, esses achados podem

significar a presença de uma possível AmpC cromossômica mutada, ou um uma pAmpC

presente além da cromossômica. Todavia, estudos são necessários para confirmar essas

hipóteses.
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Foi observado se a prevalência de pAmpC na comunidade poderia ter uma influência

regional. Identificou-se no atual estudo que, do total de 228 voluntários oriundos da

comunidade, a prevalência de E. coli positiva para pAmpC foi de 2,2%. Em um estudo

realizado em Amsterdã (2015), na Holanda, obteve um total de 1,3% de E. coli positivas para

pAmpC, oriundas de amostras fecais de voluntários recrutados da comunidade (Reuland et al.,

2015). Apesar desses países apresentarem uma notória diferença socioeconômica e sistemas

de saneamento básico e tratamento de esgotos diferentes (Souza e Santos, 2016), uma melhor

qualidade de vida não reflete uma prevalência desproporcional de bactérias portadoras de

pAmpC. Pode-se levar em consideração que, quando se trata de esgoto, o tratamento é capaz

de reduzir as concentrações de alguns, porém não todos, antimicrobianos e microrganismos e,

sendo assim, mesmo com o tratamento não existe uma eliminação completa desse problema.

Observa-se também que, enquanto nos países desenvolvidos com tratamento de esgoto e água

potável adequados a transmissão se dá, em sua maioria, por meio de alimentos, em países com

tratamento de esgoto e água inadequados, a água considerada potável é uma provável fonte de

transmissão dessas bactérias e genes de resistência (McEwen e Collignon, 2018). Dessa

forma, é notório que, quando se trata de regiões diferentes, diversos fatores podem estar

associados a aquisição desses microrganismos, o que pode explicar os resultados semelhantes.

Quando analisado o período de coleta das amostras, observa-se que a prevalência não

apresentou uma grande influência do período pandêmico. Em um estudo realizado por

Tufic-Garutti e colaboradores, no Brasil, foi observado uma prevalência de 2% de pAmpC em

indivíduos pré viagem, no período de 2015 a 2019 (Tufic-Garutti et al., 2021). Por outro lado,

o presente estudo trabalhou com amostras coletadas no período de novembro de 2021 a

dezembro de 2022, e apresentou uma prevalência de apenas 0,2% maior do que o estudo

anteriormente citado. Por mais que, com a pandemia de COVID-19, tenha sido observado um

aumento no número de embalagens contendo antibióticos vendidos, a destacar amoxicilina,

azitromicina e cefalexina (Del Fiol et all., 2022; Massarine et al., 2023), a prevalência de

pAmpC não apresentou um aumento significativo. Todavia, um estudo realizado na Itália

coletou amostras de pacientes admitidos no hospital no período de agosto de 2019 a março de

2021, e observou um aumento de 9% para 11,5% de E. coli produtora de ESBL no período pré

e pós pandemia, respectivamente (Shbaklo et al., 2022), mostrando que esse período pode ter

apresentado um papel relevante no desenvolvimento de microrganismos resistentes que

apresentavam essa enzima. O aumento na prevalência de ESBL com relação a pAmpC no

período pós pandemia pode ser explicado pela pAmpC ainda ser uma betalactamase rara,

encontrada em menos de 1% dos isolados de E. coli uropatogênica de infecções associadas a
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comunidade no Brail (de Pinho Rodrigues et al., 2022), diferente da ESBL no qual o gene

CTX-M vai ser bastante descrito, inclusive em ambientes hospitalares e comunitários no

Brasil (Rocha, Pinto e Barbosa, 2016).

O teste de susceptibilidade realizado para as amostras com fenótipo positivo utilizou

para a análise dos pontos de corte o CLSI. O mesmo foi selecionado no lugar do BrCAST

visto que ele é mais aceito internacionalmente, apesar do BrCAST levar em consideração

critérios para antimicrobianos altamente em uso no Brasil. Dentre as diferenças observadas

entre as duas organizações, é possível encontrar discos com concentrações diferentes, assim

como a classificação que, no BrCAST, se observa, para a maioria dos discos testados, sensível

e resistente para a Enterobacterales, enquanto no CLSI dispõe ainda da classificação

intermediária. Sendo assim, ao realizar uma breve comparação entre os antimicrobianos que

apresentam a mesma concentração, é possível observar a alteração da classificação em alguns

discos utilizados, como cefoxitina, aztreonam, meropenem e sulfametoxazol/trimetoprima.

Existem ainda discos que não apresentam pontos de corte no CLSI, como cloranfenicol e

tigeciclina, e no BrCAST, como tetraciclina. Ademais, o disco de tetraciclina foi substituído

pelo de tigeciclina para as amostras identificadas como E. coli, uma vez que o mesmo é mais

utilizado na clínica, tornando possível a observação de um resultado mais compatível com os

antimicrobianos utilizados pela comunidade.

Ao analisar os perfis de susceptibilidade que foram formados após a realização do

antibiograma, é possível notar voluntários que apresentam bactérias com perfis distintos mas

que carreiam o mesmo gene codificador de pAmpC. Isso pode nos indicar que esses

indivíduos podem ser colonizados por uma ou mais cepas carreadoras desses genes, o que

talvez signifique a disseminação do mesmo plasmídeo entre diferentes bactérias. Entretanto, a

tipificação das amostras e o estudo detalhado dos plasmídeos por elas carregadas são

necessários para compreender o fenômeno observado nesses voluntários.

O presente estudo apresenta algumas limitações. Uma das amostras com crescimento

em cefoxitina não foi possível identificar porque outra cepa crescia junto a ela, impedindo de

realizar o seu isolamento. Isso pode ser explicado por uma provável relação de mutualismo,

no qual os microrganismos se associam e se beneficiam um do outro para poderem sobreviver

(Bascompte, 2019). Já o seu crescimento na pressão seletiva, pode ter ocorrido devido a

possível mutação ou modulação da expressão de genes intrínsecos, ou pela presença de

alguma betalactamase que confere resistência na qual, sem o isolamento, não é possível

realizar testes que afirmam essa hipótese, pois não se sabe qual dos microrganismos é capaz

de expressar tal enzima.
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Os amplicons das amostras positivas para o grupo CIT não puderam ser enviados para

sequenciamento e, por esse motivo, nosso resultado se limitou apenas ao grupo, o que nos

impede de identificar se o gene de pAmpC é blaCMY ou blaLAT. Em nosso laboratório, não

possuímos amostra controle de MOX, um dos grupos de pAmpC que apresenta os genes

blaMOX e algumas variantes de blaCMY, todavia, a PCR foi realizada mas nenhuma amostra

positiva foi detectada nas condições utilizadas. Para esse grupo, a análise ocorreria pelo

tamanho do amplicon e, caso alguma amostra fosse positiva, seria necessário realizar o

sequenciamento.

O projeto recebeu amostras de um hospital público e um hospital privado para a

realização dos testes e observou-se que as amostras fenotipicamente positivas para AmpC

neste trabalho foram todas oriundas de um hospital público. Vale destacar que nós recebemos

mais amostras do hospital público do que o privado, e isso pode ser devido ao hospital público

ter sido mais solícito com relação a doação de amostras quando comparado ao privado.

Porém, essa diferença pode atrapalhar a análise dos resultados que teria por objetivo comparar

a condição socioeconômica dos indivíduos com os resultados apresentados. Nos perfis de

susceptibilidade identificados, observa-se que temos microorganismos com a mesma

identificação, oriundos do mesmo indivíduo, com o mesmo gene de pAmpC, porém com

perfis diferentes, nos levando a considerar essas amostras diferentes umas das outras.

Entretanto, existem amostras oriundas do mesmo voluntário que foram agrupadas e

apresentam perfis semelhantes, o que podemos interpretar como possíveis clones. Todavia,

são necessários testes capazes de detectar esses clones para a confirmação dessa hipótese.

Por fim, a obtenção de fezes por indivíduos que se apresentaram no posto de pronto

atendimento do hospital pode ser mais difícil, pois, tratando-se de um ambiente onde os

indivíduos se apresentam em um estado mais vulnerável, os swabs retais são mais

convenientes de coletar e a coleta pode ser feita com instruções mínimas (Bassis et al., 2017).

Muitos poderiam não aceitar coletar uma amostra, assim seria necessário esperar o tempo de

evacuação de cada um, o que demandaria mais tempo e dificultaria a adesão dos voluntários

ao estudo, assim como poderia interferir na quantidade de amostras de estudo. Além disso, os

swabs são mais facilmente transportados do que amostras fecais, que requer maiores cuidados

que poderiam não ser alcançados, o que prejudicaria o nosso projeto. Assim, acreditamos que

a utilização dos swabs retais tornou o nosso projeto viável.

Esse estudo ressalta a necessidade constante de avaliar os perfis de susceptibilidade

reduzida das amostras produtoras de pAmpC a diferentes classes de antimicrobianos em

indivíduos oriundos da comunidade. Dentre os genes identificados nas cepas com perfil
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sugestivo de pAmpC, observamos a ocorrência de variantes mais presentes na literatura;

porém 30% das amostras com o fenótipo sugestivo não apresentaram amplificação de gene.

Isso nos leva a acreditar que possam existir mecanismos diferentes que promovam a

resistência e que podem estar presentes nestas bactérias e serem expressos quando submetidos

a determinada pressão seletiva, assim como podem ter sido adquiridos por meio de elementos

genéticos móveis. Observar ainda uma menor sensibilidade em diferentes classes de

antimicrobianos mostra que a resistência se dissemina pela comunidade, mesmo que de

maneira discreta. A avaliação contínua dessas ocorrências é de fundamental importância,

especialmente entre indivíduos mais vulneráveis, pois pode significar maior restrição na

escolha do tratamento em eventuais infecções por esses organismos.
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7. CONCLUSÕES

● Aproximadamente 4% dos indivíduos que se apresentaram no posto de pronto
atendimento e não apresentavam histórico de hospitalização recente apresentaram E.
coli ou K. pneumoniae com fenótipo sugestivo da produção de AmpC.

● A prevalência do gene de pAmpC em voluntários oriundos da comunidade que
buscam pronto atendimento foi de 2,2%, ressaltando a necessidade de medidas e ações
mitigadoras da resistência, a fim evitar um aumento cada vez maior na prevalência.

● Os grupos CIT e DHA foram os genes de pAmpC encontrados em E.coli que
colonizaram indivíduos da comunidade.

● Os determinantes da resistência a cefoxitina observada nas amostras de K. pneumoniae
carecem de elucidação por outros estudos

● Observamos uma variedade de perfis no antibiograma entre as amostras de E. coli que
apresentaram os genes codificadores de enzimas dos grupos CIT e DHA, e entre
aquelas cujo mecanismo de resistência não foi identificado; ressaltando, nestes grupos,
grande frequência de resistência a quinolonas, sulfametoxazol/trimetoprima e
aminoglicosídeos. Isso mostrou que os indivíduos podem portar microrganismos
capazes de resistir a diferentes classes de antimicrobianos utilizados para o tratamento
das infecções causadas por eles, promovendo falha terapêutica em eventuais futuras
infecções por esses microrganismos.
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9. ANEXO

ANEXO I: Parecer Consubstanciado do CEP
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