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RESUMO

A utilizagdo inadequada de antimicrobianos pode levar a um comprometimento da
resposta clinica, elevando os custos com internacdo e acarretando o surgimento de
bactérias multirresistentes. Buscando inferir & respeito desta disseminacao
microbioldgica, objetivou-se neste estudo realizar um levantamento epidemioldgico de
culturas onde foram obtidos isolados pertencentes ao género Klebsiella e testar a
atividade antimicrobiana de derivados N-acilidrazdnicos, pela técnica da microdiluicdo
frente a trés estirpes bacterianas. A coleta de dados foi feita em um laboratério de
analises clinicas que presta servico a um hospital da cidade de Campina Grande-PB,
durante o periodo de abril/2014 a agosto/2014 e novembro/2014 a marco/2015. Para a
determinacdo da agdo antibacteriana seguiu-se a técnica de microdilui¢do e definicdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), em uma cepa controle ATCC, outra produtora de
beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) e uma produtora de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC). Dentre as 170 culturas com crescimento
bacteriano, 18 (10,6%) foram positivas para o género Klebsiella e destas 17 (94,5%)
pertenciam a espécie K. oxytoca. O sexo mais acometido foi o feminino, com 14
(77,8%) casos e destes 12 (78,6%) eram oriundos de urocultura, quanto ao perfil de
resisténcia, foram determinados 17 fenotipos diferentes, com maiores indices de
diminuicdo da atividade para os antibioticos Cefalotina (55,6%), Cefoxitina (55,6%),
Cefalexina (50,0%), Cloranfenicol (66,7%), Sulfazotrim (66,7%) e Tetraciclina
(83,3%). As CIMs encontradas frente as trés estirpes em questdo, foram de 1.024ug/mL
e 0 possivel efeito bacteriostatico pode ser conferido a molécula 10 frente a cepa
produtora de ESBL e para as moleculas 5 e 9 testadas na cepa produtora de KPC.
Portanto, estudos a respeito de micro-organismos patogénicos que colonizam o
ambiente hospitalar sdo fundamentais, para que seja possivel avaliar a incidéncia e
tracar 0s mecanismos de resisténcia, a fim de minimizar a propagacdo e
consequentemente as infecgdes. A vista disso, é de suma importancia o surgimento de
novas drogas, bem como o melhoramento das ja existentes, desse modo mais pesquisas
envolvendo os derivados N-acilidrazonicos fazem-se necessarias para garantia do
arsenal farmacologico antimicrobiano.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia Bacteriana, Antimicrobianos, Epidemiologia,

Farmacos.



ABSTRACT

Improper use of antibiotics can lead to an impaired clinical response, raising the cost of
hospitalization and resulting in the emergence of multi-resistant bacteria. Seeking to
infer about this microbiological dissemination, this study aimed to carry out an
epidemiological survey of cultures which were obtained isolates belonging to the genus
Klebsiella and test the antimicrobial activity of N-acilidrazbnicos derivatives, by
microdilution technical front the three bacterial strains. Data collection was performed
in a clinical laboratory that provides service to a hospital in the city of Campina Grande-
PB, during the period April / 2014 to August / 2014 and November / 2014 to March /
2015. For the determination of the antibacterial action was followed by the
microdilution technique and setting the minimum inhibitory concentration (MIC) in an
ATCC control strains, one producing beta-lactamase extended spectrum (ESBL) and
producing Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). Of the 170 cultures with
bacterial growth, 18 (10.6%) were positive for Klebsiella and these 17 (94.5%)
belonged to the species K. oxytoca. The most affected was the female sex, with 14
(77.8%) cases and of these 12 (78.6%) were from urine culture, the resistance profile,
were determined 17 different phenotypes with higher reduction ratios of activity for
cephalothin  antibiotics  (55.6%) Cefoxitin  (55.6%), cephalexin  (50.0%),
Chloramphenicol (66.7%), Sulfazotrim (66.7%) and tetracycline (83.3%). MICs found
opposite the three strains in question were 1.024pg / mL and the possible bacteriostatic
effect can be seen the molecule 10 against ESBL-producing strain and the molecules
5:09 tested in producing KPC strain. Therefore, studies about the pathogenic micro-
organisms that colonize the hospital environment are key, so that you can assess the
impact and outline the mechanisms of resistance in order to minimize the spread and
hence infections. In view of this, it is very important the development of new drugs as
well as the improvement of existing ones, thereby further research involving the N-
acilidrazénicos derivatives are necessary to guarantee the antimicrobial pharmacological
arsenal.

KEYWORDS: Bacterial Resistance, Antimicrobials, Epidemiology, Drugs.
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REFERENCIAS



1 INTRODUCAO

A associagdo entre assisténcia hospitalar e infeccéo constitui um grave problema
de salde em todo o mundo, implicando em gastos na ordem de 4,8 bilhGes de
dolares. No cenario clinico brasileiro, informaces sobre esta tematica sdo escassas e
dados ndo estabelecidos, dificultam o conhecimento do tamanho do problema no pais
(BOGEA et al., 2014).

Duas forgas opostas influenciam no estabelecimento de uma doenca infecciosa:
as defesas naturais do organismo e os fatores de viruléncia bacterianos. Baseado nesse
contexto, pode-se concluir que ao ser diagnosticada uma enfermidade causada por micro
organismo, isso implica dizer que 0 mesmo venceu a linha de defesa, multiplicando-se e
instalando o processo patolégico (VERONESI e FOCACCIA, 2005).

A presenca de uma enzima que inativa 0 agente antimicrobiano; a presenca de
uma enzima alternativa para a enzima que é inibida pelo agente antimicrobiano; uma
mutacdo no alvo do agente antimicrobiano, o que reduz a ligacdo do medicamento; a
modificagdo pos-transcricional ou pos-traducdo da meta do antibidtico, o que reduz a
ligacdo deste; reducdo da absorcdo; o efluxo ativo; e producgédo excessiva do alvo, sao
exemplos da variedade de mecanismos pelos quais a resisténcia pode ser causada
(FLUIT, VISSER e SCHMITZ, 2001).

Dentre 0s micro organismos responsaveis por esta alta taxa de letalidade estdo o
Staphylococcus aureus meticilina-resistente  (MRSA), Staphylococcus aureus
vancomicina-resistente (VRSA), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Klebsiella pneumoniae, que sdo resistentes a multiplas drogas (ROCHA et al., 2011).
Entende-se como bactérias resistentes aquelas que apresentam resisténcia a uma ou mais
classes de antibioticos (ALANIS, 2005).

Os patogenos oportunistas do género Klebsiella sdo responsaveis
frequentemente por infeccBes em pacientes imunocomprometidos. Desde os anos 1980,
eles se tornaram um dos principais hospedeiros para as betalactamases de espectro
estendido (BABINI e LIVERMORE, 2000). Este mecanismo degrada o0s
antimicrobianos beta-lactdmicos, que correspondem a uma classe amplamente
empregada no tratamento de infecgdes graves. Sdo exemplos desses farmacos as
cefalosporinas de amplo espectro ceftazidima, cefotaxima, e cefepime. A Klebsiella
Pneumoniae Carbapenemase (KPC) constitui-se de outra maneira encontrada pelas

bactérias para formar uma verdadeira barreira contra todos os agentes f-lactdmicos,



incluindo os carbapenémicos, bem como outras classes de antimicrobianos que
poderiam ser opgdes de tratamento (OLIVEIRA et al., 2011).

O uso indiscriminado de antimicrobianos de amplo espectro, contribui
significativamente para o aparecimento da multirresisténcia. Esta manifestacdo se da
principalmente pelo desenvolvimento de tragos genéticos responsaveis pelas
interferéncias na agdo dos farmacos, sendo posteriormente difundidos no ambiente via
usuarios, visitantes, profissionais de salude ou por materiais contaminados (DUTRA et
al., 2015).

Diante do contexto atual, hd& uma forte necessidade em se produzir novas
substancias que ndo s6 tenham bom espectro de atividade, mas que possuam Nnovos
mecanismos de acdo, visto que, existem cepas resistentes a quase todos o0s agentes
conhecidos e que estas se multiplicam bem mais rapidamente que 0s processos de
patenteacdo das drogas. Um bom exemplo de novos candidatos a farmacos, sao 0s
derivados N-acilidrazénicos, 0s quais apresentam em sua estrutura varios pontos de

ligagdo, que lhe conferem uma verdadeira variedade estrutural.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar um levantamento epidemiolégico de culturas onde foram obtidos
isolados pertencentes ao género Klebsiella e testar a atividade antimicrobiana de
derivados N-acilidrazdnicos, pela técnica da microdiluicdo frente a trés estirpes
bacterianas.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar as variaveis qualitativas e quantitativas;

e Determinar os fenotipos e o percentual de resisténcia com base nos resultados do
antibiogramas;

e Realizar testes bioguimicos para comprovacdo das espécies referentes as trés
cepas utilizadas na microdiluicéo;

e Executar antibiograma para confirmacdo da marca de resisténcia presente nas
estirpes pré-selecionadas;

e Utilizar a técnica do spread-plate para contagem das coldnias oriundas das CIMs

apuradas, a fim de determinar o efeito bacteriostatico das mesmas.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS

Constituindo-se de objeto para inimeras publicacfes, a resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos é preocupacdo mundial (AVORN e SOLOMON, 2000). O alto
indice de infeccBes e a gama de farmacos utilizados para o tratamento das mesmas,
conduzem a possiveis erros de prescricdo que estdo diretamente relacionados a incerteza
diagnostica e desconhecimento farmacolégico (WANNMACHER, 2004). Micro-
organismos capazes de multiplicar-se em presenca de concentragdes de antibidticos
superiores as das doses utilizadas na terapéutica humana, séo tidos como resistentes. Os
mecanismos pelos quais as bactérias adquirem esta especificidade sdo fendmenos
biologicos naturais que se seguiram a introducédo dos agentes antimicrobianos na préatica
clinica e que vem se difundindo devido ao uso irracional destes agentes (ZIMERMAN,
2010).

Inimeros aspectos tém sido associados com a emergéncia e disseminacdo de
germes multirresistentes em hospitais e na comunidade. A transferéncia de pacientes
hospitalizados para outras unidades de atendimento médico, bem como também o
transporte de carga microbiana do ambiente hospitalar para a comunidade, feito por
parentes de pacientes internados e até pela propria equipe de assisténcia a saude, podem
disseminar patégenos em populacbes distintas. Cepas previamente sensiveis podem
sofrer mutacdo espontanea em reservatorios com alta quantidade de bactérias, ou podem
adquirir resisténcia através de transferéncia de material genético. A submissdao a
antimicrobianos exerce pressao seletiva sobre essas populacoes e € fator categérico para
0 crescimento das taxas de resisténcia (GOLDMANN e HUSKINS, 1997; SHLAES et
al., 1997).

Segundo Mosquito et al. (2011) a resisténcia a um determinado antibidtico pode
ser dita como intrinseca “natural”, que ocorre devido a transmissdo de caracteristicas
inatas, fenotipicas da bactéria, que se espalham de geracdo em geracdo. Ja resisténcia
adquirida ocorre em micro-organismos que anteriormente se mostravam sensiveis a
determinados farmacos e que por alguma alteracdo estrutural ou bioquimica, passam a
expressar oposicdo a antibioticoterapia.

Desenvolvendo adaptacdes moleculares, tais como mutacGes que passam a

disseminar vertical ou horizontalmente, genes de resisténcia, 0s germes encontraram



formas de responder quando existe pressao exercida pelos antibiticos (FROST et al.,
2005). Quando a bactéria se divide e todo o seu genoma é duplicado, dando origem a
uma célula idéntica, diz-se que a disseminagao génica ocorreu por transmissdo vertical,
ja& a comunicacdo horizontal acontece quando bactérias da mesma espécie ou de
espécies diferentes, trocam genes de resisténcia por transferéncia de DNA, seja por
conjugacdo (transferéncia de material genético entre uma bactéria doadora e outra
aceptora, por meio de um pilis sexual), transducdo (incorporacdo acidental de DNA
cromossdmico ou plasmidial por um bacteriéfago) ou transformacdo (introducéo de
DNA exdégeno proveniente de outras células). Esta ultima forma de difusdo génica
envolve varios elementos, como integrons, transposons, plasmideos e sequéncias de
insercdo (THOMAS e NIELSEN, 2005).

Os mecanismos diferentes de resisténcia que podem estar sozinhos ou
associados incluem: alteragdo do sitio alvo do antimicrobiano por meio das proteinas
ligadoras de penicilinas (PBPs); modificagdo na permeabilidade da membrana,
impedindo ou dificultando assim a penetracdo do farmaco na célula; hiperexpressao de
bombas de efluxo ao medicamento e producdo de enzimas chamadas f3-lactamases, que
degradam ou inativam o antibiético (PATERSON et al., 2005).

3.2 B-LACTAMASES

As B-lactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactamico, estrutura
presente nas drogas utilizadas contra esse tipo de resisténcia bacteriana,
impossibilitando assim sua atividade antimicrobiana. Este € o principal mecanismo de
oposicdo das Gram-negativas ao grupo dos farmacos p-lactamicos (BUSH, JACOBY e
MEDEIROS, 1995; LIVERMORE, 1995).

A fim de promover a quebra na estrutura dos antibi6ticos, que contém grupos
ésteres e amidas, as bactérias secretam enzimas chamadas hidrolases, que atuam na
inativacdo dos mesmos antes que estes atinjam seus alvos (DZIDIC, SUSKOVIC, e
KOS, 2008). A resisténcia ao antimicrobiano p-lactdmico depende de fatores como a
quantidade de enzima produzida, a habilidade dessa enzima em hidrolisar o
antimicrobiano em questdo e da velocidade de penetracdo na membrana externa.
Tratando-se das bactérias Gram-negativas, os f-lactdmicos devem atravessar o0 espaco
periplasmatico, entre a membrana citoplasmatica e a membrana externa, para atingir
seus receptores na membrana interna, porém o grande impasse esta no fato de que as -

lactamases, neste grupo, acumulam-se exatamente nesta regido (VERONESI, 1991).



Frente a grande diversidade de enzimas produzidas varios esquemas foram
propostos para classifica-las. Os dois mais utilizados sdo o proposto por Ambler (1980),
que classifica conforme a estrutura molecular, desta forma as serina-p-lactamases foram
designadas classe A, as metalo-B-lactamases classe B, a classe C foi descrita
posteriormente e as outras serina-p-lactamases que hidrolisam oxacilina, se encaixaram
na classe D. E o modelo de Bush, Jacoby e Medeiros (1995), que classificam a enzima
de acordo com a afinidade pelo substrato e por sua susceptibilidade aos inibidores de [3-
lactamases. O grupo 1 é composto das cefalosporinases ndo inibidas por acido
clavulanico e pertencentes a classe molecular C; o grupo 2 inclui penicilinases,
cefalosporinases e B-lactamases de espectro estendido e que tem seu sitio ativo sensivel
aos inibidores, podendo ser das classes moleculares A ou D; o grupo 3 é o das metalo-p-
lactamases que hidrolisam penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos e que séo
inibidas por EDTA, pertencente a classe molecular B; e o grupo 4 é composto por
penicilinases ndo inibidas pelo &cido clavulanico, pertencente ao grupo molecular D. O
grupo 2 pode ser subdividido em 2b (derivados de TEM e SHV), 2be (ESBLs), 2br
(afinidade diminuida com inibidores) e 2f (hidrolisam carbapenémicos e séo fracamente
inibidas por acido clavulanico, com serina no sitio ativo). Como exposto por Livermore
(1995), trés grupos destas p-lactamases apresentam relevancia clinica: as tipo AmpC, as

ESBL e as que hidrolisam os carbapenémicos.

3.2.1 AmpC

Estas enzimas pertencem ao grupo 1 de Bush ou classe C de Ambler, ndo sdo
inibidas por inibidores de B-lactamase como o &cido clavulanico e tém modo de
expressdo cromossdémico-induzivel (BUSH e JACOBY, 2010). Como dito por Rossi e
Andreazzi (2005), as B-lactamases do tipo AmpC hidrolisam penicilinas, cefalosporinas
de 12 geracdo, oximino-B-lactamicos e também as cefamicinas (cefoxitina). Séo,
contudo, sensiveis a cefepime e carbapenémicos.

As AmpCs cromossdmicas encontram-se codificadas no cromossoma bacteriano
de uma ampla variedade de bactérias, como por exemplo: Aeromonas spp., Morganella
morganii, Providéncia spp., Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii,
Enterobacter spp. e Serratia spp. Quando expostas aos antimicrobianos do tipo P-

lactamicos, podem ocorrer mutacdes genéticas espontaneas que levam a uma producao



constitutiva ou hiperproducgéo destas enzimas em quantidade suficiente para que ocorra
hidrolise destes antibidticos (SADER, 2000).

Assim sendo, a producdo de AmpCs do tipo constitutiva pode ser desencadeada
durante a antibioticoterapia, havendo a possibilidade de adquirir novos mecanismos de
resisténcia, exceto aos carbapenémicos. As AmpCs mediadas por plasmideos podem ser
encontradas nas espécies Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp. e Proteus mirabilis
(ACAR et al., 1998).

3.2.2 B-lactamase de espectro estendido (ESBL)

Como dito por Thomson (2010); Dierikx et al. (2012); Tafur, Torres e Villegas
(2008) as ESBLs conferem resisténcia as penicilinas, as cefalosporinas de 12 geracdo
(cefalotina), aos oximino-B-lactamicos, 0s quais incluem as oximino-cefalosporinas
(cefuroxima, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, e cefepime) e ao aztreonam
(monobactamico). No entanto, sdo incapazes de hidrolisar as cefamicinas (cefoxitina) e
0s carbapenémicos, e sdo inibidas pelos inibidores das B-lactamases, como o acido
clavulanico, o sulbactam e o tazobactam. O fato de serem codificadas por elementos
genéticos moveis, como 0s plasmideos, os quais proporcionam uma incrivel capacidade
de disseminacdo entre bactérias, confere muitas vezes multirresisténcia aos
antibacterianos.

Mutacdes em genes cromossémicos (TEM-1, TEM-2 e SHV-1), proporcionaram
a expressdo de um espectro estendido nas enzimas da familia SHV e TEM, que
possuiam inicialmente espectro restrito. Outras familias de ESBL, tais como CTX-M e
OXA, ndo se originaram da mesma forma. Estes mecanismos de evolucéo,
gradativamente aumentam a atividade destas cefalosporinases até a expressao de
resisténcias clinicamente significativas (PATERSON et al., 2001). Atualmente, o
numero de ESBLs caracterizadas ja passa de 300 (LAHEY CLINICS, 2012), segundo
pesquisas realizadas em mais de trinta paises do mundo inteiro, denotando assim, a
ampla distribuicdo das mesmas (GNIADKOWSKI, 2008).

Esse tipo de B-lactamase ocorre predominantemente em Klebsiella spp. e em
menor grau em Escherichia coli, mas pode ser encontrada em inimeros patdgenos
clinicamente importantes. Com base nisto, pode-se predizer que todas as espécies

pertencentes ao género Klebsiella carregam um gene similar ao SHV-1 cromossomal e



que algumas estirpes podem exibir multiplas ESBLs (BRADFORD, 2001; TENOVER,
2006).

3.2.3 Carbapenemases

Na classificacdo funcional as carbapenemases se encontram nos grupos 2fe 3, ja
na classificacdo molecular estas enzimas foram divididas em quatro classes (A, B, C e
D), tomando como base de organizacdo a sua estrutura primaria. As classes A e B
podem ser consideradas carbapenemases ja que possuem a capacidade, mesmo que
reduzida, de catalisar a hidrélise de carbapenémicos. No entanto, a resisténcia observada
nas classes C e D (oxacilinases) pode estar ligada a outros fatores, como a alteracdo da
permeabilidade da membrana (RASMUSSEN et al., 1996).

Em meados dos anos 80 enzimas que hidrolisavam carbapenémicos foram
descritas em enterobactérias, porém estas ndo eram inibidas pelo EDTA.
Subsequentemente verificou-se que estas utilizavam serina em seu centro ativo e
podiam ser inativadas por inibidores de pB-lactamase como o tazobactam e acido
clavulanico. Até os anos 90 todas as carbapenemases eram espécie especificas,
cromossomais, com caracteristicas bem definidas. Com a descricdo da imipenemase
IMP-1, plasmidial, em Pseudomonas aeruginosa e KPC-1 em Klebsiella pneumoniae, a
disseminacéo das carbapenemases sofreu alteracdes, ou seja, 0 que antes era tido como
um problema de disseminacao clonal passou a ser um problema global de disseminacéo
interespécies (QUEENAN e BUSH, 2007). Elas se expandiram rapidamente nos
Estados Unidos, paises europeus e América do Sul, incluindo o Brasil. Além disso, foi
verificado que o mecanismo de resisténcia da KPC foi implicado em surtos causados
por outros membros da familia das enterobactérias. Essa enzima € codificada por
sequéncias relacionadas a transposons e identificadas em plasmideos conjugativos com
alto poder de disseminacdo (MOLAND et al., 2003).

3.2.3.1 Carbepenemases classe B — metalo-p-lactamases (MBLS)

Geneticamente, sdo classificadas como classe B de Ambler e denominadas de
IMP-1 e VIM-1. Foram identificadas pela primeira vez em Pseudomonas aeruginosa e
hidrolisam penicilinas, cefalosporinas, oxacefamicinas e carbapenémicos. Sua atividade
é Zinco dependente e sdo inibidas pelo EDTA (POIREL et al., 2003).



No cenario brasileiro a primeira bactéria produtora de MBL foi descrita em 2005
e esta ocorreu em uma estipe de K. pneumoniae e a bactéria apresentava
simultaneamente a producdo de ESBL. A deteccdo deste tipo de carbapenemase na
espécie mencionada parece ocorrer esporadicamente, tendo sido reportada em paises da
Europa, da Asia, da América do Sul e da Australia (LINCOPAN et al., 2005). No
entanto em estudo realizado por Meyer e Picoli (2011) dentre as 44 cepas que
apresentaram producédo de enzimas, duas expressaram MBL, uma associada com KPC e
outracom KPC e ESBL.

Para que sejam ativadas necessitam de ao menos ion zinco por molécula e seu
mecanismo de a¢do pode ndo ser Unico e pode variar conforme os diferentes substratos e
a fonte enzimatica. J& foram identificadas em todo 0 mundo e podem ser produzidas por
acdo plasmidial ou cromossomal. Sua estrutura é formada por moléculas responsaveis
pelo enorme potencial de expressdo e disseminagdo das resisténcias bacterianas. Estes
genes sdo capturados por integrons de classe 1, 2 e 3, 0s quais se ligam a enzimas
(SHIBATA et al., 2003).

3.2.3.2 Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

No ano de 1996 em um hospital participante do programa ICARE (Intensive
Care Antimicrobial Resistance Epidemiology) da Carolina do Norte, Estados Unidos,
foi identificada em um isolado de Klebsiella pneumoniae, uma nova carbapenemase
com total resisténcia ao imipenem e ao meropenem. A amostra foi entdo denominada
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) (HOOTON et al., 1996). No Brasil,
Pavez, Mamizuka e Lincopan (2009) confirmaram a presenca de K. pneumoniae
produtora de KPC-2 em isolados na cidade de S&o Paulo, por meio de um estudo
regional de vigilancia sanitaria de amostras do periodo de 2003 a 2008. No entanto
apenas em 2009 houve a primeira notificacdo da presenca dessas enzimas em nosso
pais. Estas foram detectadas em trés amostras de pacientes internados em Unidades de
Terapia Intensiva, onde caracterizou-se a presenca dos genes blaKPC-2 e blaCTX-M-2
(MONTEIRO et al., 2009).

O gene bla contido nesta bactéria foi provavelmente clonado de Escherichia coli
e conferiu resisténcia aos carbapenémicos, cefalosporinas e aztreonam, seu plasmideo

pode muitas vezes carrear resisténcia a outros antibioticos como fluoroquinolonas e
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aminoglicosideos, tornando seu tratamento um desafio para o clinico (HIRSCH e TAM,
2010). A KPC ¢é uma enzima de dificil detec¢do, uma vez que muitas vezes a
concentracdo inibitéria minima para carbapenémicos ndo se apresentam altamente
resistentes, motivo pela qual devem ser realizados testes fenotipicos adicionais para a
sua deteccdo, como o teste de Hodge modificado, teste de inibicdo por &cido borénico e
confirmagéo por PCR (ANDERSON et al., 2007). O valor preditivo positivo mostrado
pelo ertapenem também tem sido discutido, porém é um teste com elevada sensibilidade
porém de baixa especificidade (DOYLE et al., 2012).

Além da ocorréncia em Klebsiella pneumoniae, a KPC pode ser reportada em
outras Enterobactérias, como Serratia marcescens, Escherichia coli, Proteus spp.,
Citrobacter spp., Enterobacter aerogenes, Salmonella spp. e também em bastonetes ndo
fermentadores de glicose como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii
(CUZON et al.,, 2008). No Brasil, as primeiras deteccbes se deram em 2006, de
pacientes hospitalizados em Pernambuco, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (PEIRANO et al.,
2009).

Torna-se imprescindivel a identificacdo de micro organismos produtores de
KPC, devido ao fato destes poderem determinar infeccdes graves e por inativarem 0s
carbapenémicos, que sdo terapia de escolha para muitas infeccdes nosocomiais. E
necessaria a identificacdo dos individuos portadores da bactéria, a fim de permitir o
controle da disseminacdo desses agentes. Uma ferramenta fenotipica ideal para
identificacdo ainda ndo foi descrita, visto que as que estdo disponiveis ndo diferenciam
0s mecanismos de resisténcia (ALMEIDA et al., 2012).

3.3 AGENTE ETIOLOGICO

O género Klebsiella foi descoberto em 1885, e recebeu esta designacdo em
homenagem a Edwin Klebs, microbiologista alemdo. Inicialmente este grupo de
bactérias foi classificado com base em suas caracteristicas patogénicas e sua origem.
Seguidamente baseou-se na utilizacdo do substrato e atividades das enzimas e por
altimo os estudos de biologia molecular permitiram a identificacdo de novas espécies e
a reclassificacdo das ja existentes, alterando a taxonomia deste género. O
sequenciamento do acido desoxirribonucléico (DNA) permitiu a identificacdo de cinco
espécies: K. oxytoca; K. planticola; K. terrigena, K. mobilis e K. pneumoniae. Esta

Gltima é subclassificada em trés subspécies: Klebsiella pneumoniae subspécie
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pneumoniae, Klebsiella pneumoniae subspécie ozaenae e Klebsiella pneumoniae
subspécie rhinoscleromatis (PODSCHUN e ULLMANN, 1998).

As infecgdes causadas por Klebsiella spp. tendem a acometer em maior nimero
as pessoas imunodeprimidas, sendo responsavel por alta taxa de mortalidade. Dentre as
patologias mais corriqueiras, estdo: pneumonia, infecgdes do trato urinario e de feridas,
bacteremia, rinite cronica atrofica, artrites, enterites, meningites em criancas e sepse
(MADISON et al., 1994).

Sendo parte da flora intestinal normal, sua patogenicidade pode ser atribuida a
producdo de enterotoxina estavel ao calor; a habilidade de metabolizar a lactose; a
presenca de capsula ou lipopolissacarideo; a presenca de adesinas com ou sem fimbrias
que favorece sua adesdo as mucosas, as células epiteliais do trato urogenital, respiratorio
e intestinal para produzir o processo infeccioso e proteger a bactéria dos fatores
bactericidas do soro, acompanhado pela inibicdo da ativacdo dos componentes do
complemento. Podem sobreviver por muito tempo na pele e em ambientes secos, como
superficies hospitalares, além de adquirir plasmideos conjugativos com certa facilidade,
0S quais podem carregar também genes para outros tipos de resisténcia, como para
aminoglicosideos. E intrinsecamente resistente a ampicilina, devido & presenca de beta-
lactamase SHV-1, podendo produzir enzimas plasmidiais como AmpC (normalmente
construtiva em diversas espécies), metalo-beta-lactamases (MBL) e carbapenemases
(KPC), aléem de poder expressar resisténcia devido a perda de porinas
(ROSENBLUETH et al., 2004).

3.4 NOVOS FARMACOS E DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS

Com custos na ordem de US$ 400 a $800 milhGes por agente aprovado, a
pesquisa farmacéutica esbarra em uma consideravel barreira para o desenvolvimento de
novos antibidticos, embora a necessidade destes seja primordial (LEUNG et al., 2011).
Além disso, as industrias, como qualquer Orgdo capitalista, almejam o retorno
financeiro investido ao longo de todo o processo de desenvolvimento de novas
moléculas, tornando portanto, os antibidticos economicamente menos atraentes quando
comparados a outras classes de farmacos, como por exemplo, as mudancas ocorridas no
padrdo de doencas diagnosticadas na populacdo, que direcionaram a descoberta de
novos farmacos, para o tratamento de doencgas crbnicas, como a hipercolesterolemia,
hipertensdo, transtornos de humor e artrite (SMOLINSKI, HAMBURG e
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LEDERBERG, 2003). O investimento na busca de novos antibidticos fica mais
complicado, pois a sua descoberta pode levar cerca de 7-10 anos e o desenvolvimento
de resisténcia pode levar 7-8 anos (GUIMARAES, MOMESSO e PUPO, 2010).

Estudo realizado em 2004 mostrou que dos 506 medicamentos em
desenvolvimento por quinze grandes empresas farmacéuticas e sete grandes empresas
de biotecnologia, apenas seis eram antibiticos, ou seja, apenas 1% do total
(SPELLBERG et al., 2004). Como afirmado por Aquino (2008) neste mesmo ano, 0ito
das quinze principais empresas farmacéuticas pararam de aplicar capital na descoberta e
desenvolvimentos de antibidticos e outras duas diminuiram suas pesquisas neste campo.

O fato de apresentar atividade em diferentes alvos terapéuticos, torna a
subunidade N-acilhidrazona (NAH) uma estrutura privilegiada, que possui diferentes
pontos de possivel diversidade estrutural, sendo estes fundamentais para o
desenvolvimento de candidatos & novos farmacos (DUARTE, BARREIRO e FRAGA,
2007).

Estudos com esta subunidade vém apresentando diversas atividades, tais como
acdo antiviral, antiparasitaria, anticonvulsivante, antimicrobiana, analgesica e anti-
inflamatéria e antiproliferativa de células tumorais. Os relatos narram atividade
antimicrobiana de hidrazonas contra uma ampla variedade de bactérias e fungos.
Segundo Rollas, Gulerman e Erdeniz (2002), esses compostos mostraram acdo
antibacteriana equivalente a da ceftriaxona frente a Staphylococcus aureus.
Acilidrazonas de acidos quinolinocarboxilicos foram sintetizadas por Metwally et al.
(2006) e exibiram atividades antibacteriana e antifingica significativas contra

Escherichia coli e Candida albicans, embora nenhuma atividade frente ao S. aureus.
3.5 METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO

A metodologia da microdiluicdo em caldo se baseia na rela¢éo entre a propor¢éo
de crescimento do micro-organismo suspenso no meio liquido e a concentracdo da
substancia ensaiada, ou seja, a densidade da turbidez induzida pelo crescimento
bacteriano frente a um elemento testado. A avaliacdo € comparada frente a um padrao
biologico de referéncia (PINTO, KANEKO e OHARA, 2003).

O metodo fornece resultados quantitativos e ndo é influenciado pela velocidade
de crescimento dos microrganismos. Sua desvantagem € a dificuldade na deteccdo de

contaminagdo no caso de teste de materiais clinicos. Como controle positivo, utiliza-se
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0 caldo com o quimioterdpico padrdo com a suspensdo padronizada de microrganismo
em teste, e como controle negativo o meio de cultura com o solvente usado para
dissolucdo da amostra e a suspensdo microbiana. A padronizacgdo do inoculo de acordo
com a escala McFarland a 0,5% nos permitiu melhor reprodutibilidade e validagdo dos
testes de sensibilidade, pois suspensdes bacterianas abaixo ou acima das proporgdes
estabelecidas pela escala citada podem produzir leituras erroneas a respeito do poder
inibitorio, reportando um resultado ndao condizente com o esperado (OSTROSKY et al.,
2008).

3.6 DIMETILSULFOXIDO (DMSO) E CORANTE CLORETO DE 235
TRIFENILTETRAZOLIO (TFTZ)

Dimetilsulfoxido (DMSO) e um composto anfipatico, com um dominio
altamente polar e dois grupos apolares, tornando-se solivel tanto em meio aquoso
quanto organico. Embora conhecido desde o século XIX, suas propriedades biologicas
foram inicialmente descritas na década de 60 e, desde entdo, tem sido usado com
diversas finalidades clinicas e laboratoriais, especialmente como agente crioprotetor no
congelamento de células tronco para uso em transplantes, como veiculo de drogas
terapéuticas e, particularmente, como solvente em estudos biolégicos (GALMEAS et
al., 1995).

Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TFTZ) é bastante utilizado para contagem de
colonias de microrganismos em meios de cultura solido e também para visualizacdo da
atividade microbiana em testes de microdiluicdo. Este corante é incolor na forma
oxidada e vermelho quando reduzido por micro organismos por acdo enzimatica,
originando assim, um composto chamado formazano que € mantido dentro de granulos
nas células, as quais assumem coloracdo vermelha, enquanto que a auséncia desse

fendmeno denota inatividade ou morte celular bacteriana (BELOTI et al., 1999).
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4 REFERENCIAL METODOLOGICO

4.1 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO

A coleta de dados prosseguiu-se com o levantamento de todas as culturas
microbioldgicas, oriundas do ambito hospitalar, realizadas no Centro de Hematologia e
Laboratério de Andlises Clinicas — HEMOCLIN, durante o periodo de abril/2014 a
mar¢o/2015. Para tanto, tomara-se méao dos resultados dos antibiogramas arquivados
pelo laboratério, bem como foi efetuado o preenchimento de um instrumento
estruturado que contempla as variaveis de interesse da pesquisa, tais como: a incidéncia
do género em questdo; as espécies encontradas; a associacdo com o crescimento de
outros micro organismos; os sitios-alvo da infeccdo; a faixa etéaria e 0 sexo acometidos e
0s padrdes de sensibilidade a antimicrobianos, sendo este ultimo dado também utilizado
para a determinacdo dos fenotipos de resisténcia. Os resultados foram expostos por
percentual simples e apresentados por meio de tabelas e graficos do programa Microsoft
Office Excel 2013.

4.2 CEPAS BACTERIANAS

Para o estudo foram utilizadas trés cepas bacterianas (aleatoriamente
enumeradas nos experimentos como 2, 4 e 5) pertencentes ao género Klebsiella, sendo
uma Klebsiella rhinoscleromatis (ATCC), derivada CDC 06/IAL 06/02 — lote 0366 e
duas Klebsiella pneumoniae de origem hospitalar, sendo uma produtora de ESBL e
outra produtora de KPC. Para a confirmacéo das espécies em questdo foram utilizados
0s seguintes meios de cultura: Triplice Acucar e Ferro (TSI); Sulfureto, Indol,
Motilidade (SIM); Lisina (LIA); Uréia (URE); Fenilalanina (FEN); Vermelho de Metila
(VM) e Voges Proskauer (\VVP), sendo os resultados obtidos conferidos com as Tabelas 1
e 2 para testes bioquimicos segundo Koneman et al. (2008). Foi feito o teste de ESBL
segundo o documento M100-S15 do Clinical and Laboratory Standards Institute —
CLSI (CLSI, 2005), para a garantia da presenca da marca de resisténcia e a execucgéo
deste, baseou-se na técnica de disco-aproximacdo, utilizando discos de Atm (aztreonam
- 30 ug), Ctx (cefotaxima - 30 ug), Caz (ceftazidima - 30 pug) e Cpm (cefepime - 30 ug),
que foram colocados a uma distancia de 20 mm do disco de Amc (amoxicilina/acido
clavulanico - 30 pg), bem como um disco de Cfo (cefoxitina - 30 pg) foi posto a mesma

distdncia do disco de cefepime, para avaliacdo da produgdo de AmpC. Segundo o
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EUCAST (2014), todos os isolados com halo de inibicdo menor ou igual aos pontos de
corte: aztreonam e cefepime (21mm), cefotaxima (17mm), ceftazidima (19mm),
amoxicilina/acido clavulanico (19mm), para pelo menos um dos antimicrobianos
utilizados, foram considerados como provaveis produtores de ESBL. Outros discos
também foram testados, tais como Ert (ertapenem - 10ug); Ipm (imipenem - 10pg); Lvx
levofloxacino - 05upg); Mpm (meropenem - 10ug); Ppt (piperacilina+tazobactam -
110ug); Sha (sulbactam+ampicilina - 20pg); Sut (sulfazotrim - 25ug); Tob (tobramicina
- 10pg) e polidisco para série urinaria, Amc (amoxicilina/acido clavulanico - 30ug);
Ami (amicacina - 30ug); Amp (ampicilina - 10pg); Cfl (cefalotina - 30ug); Cfz
(cefazolina - 30ug); Cip (ciprofloxacino - 05upg); Cpm (cefepime - 30ug); Cro
(ceftriaxona - 30ug); Gen (gentamicina - 10ug); Nal (acido nalidixico - 30ug); Nit
(nitrofurantoina - 300ug); Nor (norfloxacino - 10ug); Ofx (ofloxacino - 05ug); Sut
(sulfazotrim - 25ug) e Tet (tetraciclina - 30pug). A leitura dos testes foi feita através da
medida dos halos de inibicdo do crescimento e estes também foram classificados de
acordo com o documento EUCAST (2014).

43 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

No estudo foram utilizados 5 protétipos moleculares (Tabela 1) em forma de po,
todos derivados N-acilidrazénicos e gentilmente cedidos pelo Professor Dr. Ricardo
Olimpio de Moura. Estas moléculas foram desenvolvidas no Laboratério de Sintese e
Vetorizacdo Molecular (LSVM) da UEPB e estdo até o presente momento em processo
de patenteacdo. A determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM) das mesmas,
foi avaliada através do método de microdiluicdo em caldo de acordo com os padrbes
recomendados pelo documento M7A6 do CLSI (CLSI, 2003).



Tabela 1 - Caracteristicas dos derivados N-acilidrazénicos utilizados
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Peso Log
Composto ~ Nomenclatura IUPAC Aldeido Aparéncia Fémula molecular P
e Cor molecular (g/mol)
2,78
JR - 03 (2) -2-ciano-N '- (2,6- 2,6-diclorobenzaldeido Pé bege C 10H7Ci2N3 256,09
diclorobenzilideno) escuro (@)
aceto-hidrazida
0,37
JR-04 (E) -2-ciano-N '- (4- 4-metilsulfonil benzaldeido | Po6roseado | Ci;Hi1N3O3S 265,05
(metilsulfonil)
benzilideno)
acetohidrazida
0,5
JR - 05 (E) -2-ciano-N '- (2- 2-nitrobenzaldeido P& C1oHsgN4O3 232,2
nitrobenzilideno) aceto- caramelo
hidrazida
1,67
JR-09 (E) -N-benzilideno-2- benzaldeido Pé marrom | CyoHgN3;O 187,2
ciano aceto-hidrazida
JR-10 (E) -2-ciano-N '- (3,4,5- Pé rosa C13H15N30, 277,28 1,29
trimetoxibenzilideno) 3,4,5trimetoxibenzaldeido claro

acetohidrazida

(Fonte: Laboratério de Sintese e Vetorizacdo Molecular - LSVM)

4.3.1 Preparo da solugdo mae, estoque e teste

Para a solucdo méae foram adicionados 0,0104 g da molécula em um tubo estéril

contendo 2 mL de DMSO a 10% e feita a homogeneizacdo. Sequencialmente, 2 mL de

agua destilada foram adicionados a este mesmo tubo, obtendo portanto, a solucdo

estoque que foi devidamente congelada em temperatura de 8°C. Para o preparo da

solucdo teste, foi feito inicialmente o degelo da estoque e retirados 0,4 mL da mesma, a

seguir completou-se para 2 ml o valor retirado com 1,6 mL de caldo Mueller-Hinton
(MH).

Calculos:

e Solucdo mée:

0,0104 g + 2 mL de DMSO 10% = diluicdo na concentracdo de 5.120

pg/mL

e Solucdo estoque:

C1V1 = C2V2

5.120 " V;1=2.560 4mL

Vi=2mL
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e Solucgéo teste:
C1V1 = Csz
2.560 V=512 2mL
V1=0,4 mL

4.3.2 Preparo do antibiético controle

O antibidtico de escolha foi a ceftriaxona, seguindo para 0 seu preparo 0S
mesmos procedimentos utilizados para as moléculas, ou seja, uma solucdo méde, outra
estoque e finalmente uma teste. Para a solu¢cdo mée foram adicionados em 5 mL de
DMSO a 10% e 0,05g do antimicrobiano em tubo estéril, obtendo assim a concentracao
de 10.000 pg/mL. Em outro tubo colocou-se 4 mL de &gua destilada, retirou-se 820 uL
da mesma e outros 820 uL da solugcdo mae foram incluidos, obtendo-se assim a solucéo
estoque numa concentragdo de 2.048 pg/mL. Por fim, para o alcance da solucéo teste,
1,5 mL da solucdo estoque foram retirados e acrescidos 1,5 mL de agua destilada,
atingindo assim a concentracdo de 1.024 pg/mL.

4.3.3 Preparo do inoculo padrdo de McFarland e do indculo teste

As bactérias foram inicialmente semeadas em meio Brain Heart Infusion (BHI)
agar e incubadas a 37° C = 1° C por 24 horas, sequencialmente realizou-se o preparo de
uma solucéo padrdo McFarland a 0,5% em tubos contendo solucéo salina estéril a 0,9%.
A densidade da turbidez foi verificada em espectrofotdmetro com fonte de luz de 1 cm,
cubeta apropriada e utilizando comprimento de onda de 625 nm. As absorbancias
podiam variar entre 0,080 - 0,100. Para o preparo do inoculo teste foram adicionados
400uL do in6culo padrao a 3,6 mL de MH.

4.3.4 Disposicao nas microplacas para avaliacdo da CIM

Cada placa de microdiluicdo possui 96 pocos, distribuidos em 12 colunas

enumeradas de 1 a 12 e 8 linhas marcadas com as letras de A a H (Figura 1).
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Figura 1 - Microplaca utilizada para o teste de microdilui¢do
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(Fonte: Dados da pesquisa

Em cada microplaca foram testados em uma mesma cepa, dois derivados em
triplicata, ou seja, em cada uma as linhas A, B e C foram destinadas para uma molécula,
bem como as linhas D, E e F para outro protétipo molecular, a linha G foi utilizada para
adicdo do antibidtico controle, a H para o controle microbiolégico e a coluna 12 para o
controle da esterilidade do meio de cultura. A sequéncia de pipetagem para os testes,
esta descrita a seguir:

1°- Colocou-se 100 pL do meio de cultura Mdeller Hinton caldo em todos os
pocos, com excecao dos sete primeiros da primeira coluna;

2°- Adicionou-se 100 pL da solucdo teste da molécula aos seis primeiros pogos e
outros 100 pL aos respectivos pogos vizinhos. A partir deste segundo pog¢o eram
retirados 100 pL e acrescentados ao terceiro poco e assim por diante, sendo feito
descarte dos ultimos 100 pL no pendltimo poco;

3°- Os pocos da linha G seguiram o0 mesmo método, modificando apenas a
solucdo teste utilizada, que para estes foi a do antibidtico controle, a ceftriaxona;

4°- 10 pL do indculo teste foram adicionados a todos pocos;

5°- Por fim, as microplacas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37°C +
1°C por 24 horas.

A quantidade de crescimento nos pogos contendo a diluicdo teste da molécula
foi comparada com a quantidade de crescimento nos pogos de controle de crescimento
(sem antibiotico) usada em cada conjunto de testes.

4.3.5 Preparo do corante cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazdlio (TFTZ) e determinacdo da
CIM
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O corante TFTZ, é fornecido na forma de pO e portanto necessita ser

solubilizado, o calculo para a preparacdo das 6 mL necessarias, segue exposto:
C1 Vi1=C2 V;
99,0% " V1=0,5% "6 mL
V1 =0,03

Apos as 24 horas de incubacdo foram adicionados 20 pL do corante a todos 0s
pocos das placas e estas retornaram a estufa por mais trés horas. A determinacdo da
CIM, baseou-se na mudanca da coloracdo do poco, visto que, o TFTZ é incolor e
quando ocorre atividade microbiana ele assume uma cor avermelhada. Definiu-se a CIM
como sendo a menor concentracdo onde foi possivel detectar visualmente a auséncia do
crescimento bacteriano (MABONA et al., 2013).

4.4 PLAQUEAMENTO DA CIM POR MEIO DA TECNICA DO SPREAD-PLATE

A confirmagdo da acdo bacteriostatica foi feita a partir do plagueamento do
conteddo dos pocos, utilizando para isto a técnica do spread-plate. Dois métodos foram
utilizados, um primeiro tomando 10 pL do poco em que se constatou a CIM e
realizando o semeio em placa contendo meio de cultura agar BHI, espalhado com a
ajuda da alca de Drigalsky, e um segundo por meio de dilui¢des seriadas dos pogos nos
quais verificou-se as CIMs e dos pogos com a concentracao imediatamente menor. Para
estas diluicbes, 1 mL de agua destilada e 1 puL do crescimento foram colocados em
tubos esteéreis, realizando homogeneizacdo. Continuamente ,1 pL desta diluicdo foi
utilizado para o semeio previamente citado. Estes procedimentos foram repetidos para
as quinze CIM’s determinadas, bem como para as outras quinze concentragdes
inferiores a elas e para um poco controle de cada cepa. As placas foram incubadas a 37°

C £ 1° C por 24 horas e a leitura foi feita em contador de col6nias manual.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO

Buscando elucidar o cenéario atual das infeccBes hospitalares (IHs), foram
coletados os dados de 377 culturas desta origem, apresentando em 170 destas (Figura
2), crescimento microbiol6gico. Segundo Moura et al. (2007), apesar da legislacdo
vigente, os indices de infecgdes nosocomiais continuam altos, 15,5%, o que corresponde
a 1,18 episddios de infeccdo por paciente.

Figura 2 - Relacdo entre os resultados de todas as culturas hospitalares analisadas

™ Culturas com presenca
de crescimento
microbioldgico
M Culturas com auséncia
de crescimento
microbioldgico

(Fonte: Arquivo do Centro de Hematologia e Laboratoério de Analises Clinicas — HEMOCLIN)

Das 170 culturas com positividade microbiana, 154 destas apresentaram
crescimento bacteriano isolado, enquanto que em 16 verificou-se associacdo entre

patégenos (Figura 3).

Figura 3 - Distribuicéo das culturas com crescimento isolado e associado
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s

Culturas isoladas Culturas associadas
(Fonte: Arquivo do Centro de Hematologia e Laboratdrio de Andlises Clinicas — HEMOCLIN)
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Nas 154 culturas puras, observou-se 0 crescimento dos seguintes géneros
microbianos:  Enterobacter; Enterococcus; Escherichia; Klebsiella; Proteus;

Providéncia; Pseudomonas; Staphylococcus e Streptococcus (Figura 4).

Figura 4 - Variedade microbioldgica encontrada nas culturas isoladas
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(Fonte: Arquivo do Centro de Hematologia e Laboratério de Analises Clinicas — HEMOCLIN)

Segundo Andrade, Leopoldo e Haas (2006) os géneros dos patdgenos mais
frequentemente constatados como causadores de infeccdo em instituicbes hospitalares,
tanto em paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento, sdo: Escherichia,
Klebsiella, Enterococcus, Staphylococcus, Acinetobacter, Pseudomonas e Enterobacter.
O alto percentual observado para o0 género Escherichia, condiz com estudo retrospectivo
realizado por Silva et al. (2014) em que das 1.173 culturas positivas para Gram-
negativos, 57% apresentaram crescimento deste género. Segundo Koneman et al.
(2001), este € o tipo bacteriano mais incidente em infec¢cbes no mundo inteiro. Como
visto na Figura 4 o género Klebsiella foi apenas o quarto mais expresso, contradizendo
o verificado por Carvalho (2014), que relata a presenca equivalente dos dois patdégenos,
Escherichia e Klebsiella, cada um representando 33% dos resultados das culturas
analisadas.

Das 170 culturas positivas, 18 (10,6%) apresentaram crescimento de bactérias do
género Klebsiella e dentre estas 2 exibiram associagdo com outros micro organismos
(Figura 5).
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Figura 5 - Distribuigdo percentual de culturas isoladas e associadas para o género Klebisiella
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(Fonte: Arquivo do Centro de Hematologia e Laboratdrio de Analises Clinicas — HEMOCLIN)

A espécie bacteriana Staphylococcus aureus é bastante comum e é também a
mais virulenta do seu género. A disseminacdo pode ser enddgena, quando ha presenca
deste patdgeno colonizando individuos saudaveis e pode ser exdgena, dando-se por
contato direto ou através de fomites, podendo desta forma associar-se a outros
patdégenos previamente instalados (MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2014).

Ja a associacdo com os representantes do género Proteus spp., se da pelo fato de
ambos produzirem as proteinas de membrana externa (PMES) que tém em comum suas
estruturas e funcBes, associando facilmente a proliferacdo destes patdgenos
(PALUSIAK, 2015).

Conforme a Figura 6, dentre as culturas com positividade para o género em

estudo, uma espécie demonstrou predominio em relacdo a segunda também descrita.

Figura 6 - Distribuicdo percentual das espécies bacterianas descritas

5,5%

B Klebsiella oxytoca

B Klebsiella pneumonia

(Fonte: Arquivo do Centro de Hematologia e Laboratdrio de Andlises Clinicas — HEMOCLIN)

O percentual elevado para a espécie K. oxytoca, discorda do afirmado por
Wollheim (2009), que diz que a K. pneumoniae é bem mais frequente em isolados

hospitalares, se comparados com os resultados encontrados para a K. oxytoca.
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Resultados discordantes dos nossos também séo reportados por Oliveira et al.
(2009) onde dos 90 micro organismos selecionados, 64 (71,1%) foram identificados
como Klebsiella pneumoniae e apenas 4 (4,4%) como Klebsiella oxytoca, e por
Dienstmann et al. (2010) em que das 30 cepas analisadas, 21 (70%) eram da espécie
pneumoniae, 1 (3,33%) da espécie oxytoca. Em anélise realizada por Watson et al.
(2005), observou-se que os surtos associados aos cuidados de saude causados
por K. oxytoca, foram mais frequentemente vinculados com a contaminagdo dos
reservatdrios ambientais, tais como desinfetantes, frascos de multiplas doses, sacos de
fluido, umidificadores e dispositivos de ventilagdo. Um estudo realizado por Lowe e
colaboradores (2012), sugere que os sumidouros de lavagem das maos de um hospital
em Toronto — Canada, podem ter servido de reservatorio para este micro-organismo,
explicando para tanto a duracdo de quatro anos de um surto deste patdgeno, no hospital
referido pelos autores.

Com relacéo ao sitio de ocorréncia da infeccdo, a Tabela 2 mostra que o maior

namero de patogenos foi encontrado em culturas de urina.

Tabela 2 - Distribuicdo dos casos de acordo com o sitio de ocorréncia da infecgdo

Sitio de ocorréncia Valor absoluto Valor relativo
Uroculturas 12 66,6%
Secrecdo de ferida cirdrgica 2 11,0%
Secre¢do do tubo-oro-traqueal 1 5,6%

(TOT)

Secrec¢do nasal 1 5,6%
Secrecdo axilar 1 5,6%
Secrec¢do anal 1 5,6%

(Fonte: Arquivo do Centro de Hematologia e Laboratério de Analises Clinicas — HEMOCLIN)

Como dito por Esmerino, Gongalves e Schelesky (2003), as infec¢des urinarias,
correspondem a 35-45% de todas as infec¢cdes adquiridas no ambito hospitalar. Em sua
grande parte, estas infecgdes sdo causadas por bactérias, principalmente as Gram-
negativas, podendo ocasionalmente estarem envolvidos fungos e virus (ORTIZ e
MAIA, 1999). A alta incidéncia de uroculturas positivas verificada no estudo corrobora
com os resultados de Amadeu et al. (2009), nos quais das 133 amostras analisadas, 64
foram positivas (48,1%) para infec¢do do trato urinario. As bactérias pertencentes ao
género Klebsiella, sdo patdgenos muito mais relacionados a infec¢bes nosocomiais,

causando infeccGes como ITUs; da corrente sanguinea; do trato respiratorio baixo; intra-
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abdominais; trato biliar; meningite neonatal e infecgdo de ferida operatdria (BORGES et
al., 2014).
De acordo com a Figura 7 o sexo mais acometido foi o feminino, com 14

(77,8%) casos e destes 12 (78,6%) eram de urocultura.

Figura 7 - Relacéo entre os géneros averiguados
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(Fonte: arquivo do centro de hematologia e laboratério de analises clinicas — HEMOCLIN)

Semelhancas aos resultados encontrados na pesquisa foram reportadas por
Santos et al. (2015), em que das 481 uroculturas analisadas, pode-se observar uma
maior incidéncia em pacientes do sexo feminino (88,44%) e por Oliveira (2010) que
encontrou 82% de positividade para o sexo feminino em 390 culturas processadas e por
Silva et al. (2007), que constataram um valor de 85,7% de culturas positivas para

mulheres, dentre 98 culturas avaliadas.

Sendo mais frequentes no sexo feminino, com aumentos provavelmente
relacionados a intensidade de atividade sexual, e a outros fatores como a menopausa. A
susceptibilidade da mulher as ITUs, deve-se a uretra curta e a sua maior proximidade
com o anus e o vestibulo vaginal, enquanto que, para 0 homem o maior comprimento
uretral, maior fluxo urinario e o fator antibacteriano prostatico, servem como protetores
para esses eventos (HEILBERG e SCHOR, 2003).

A Tabela 3 elucida os grupos etéarios verificados, dos quais a maior distribui¢do

ocorreu entre 16 a 45 e >60 anos.
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Tabela 3 - Distribuicdo dos casos de acordo com a faixa etaria constatada

Faixa etaria (anos) Valor absoluto Valor relativo
0-15 1 5,6%
16 — 45 9 50,0%
46 - 60 2 11,1%
>60 6 33,3%
TOTAL 18 100%

(Fonte: Arquivo do Centro de Hematologia e Laboratdrio de Analises Clinicas — HEMOCLIN)

Os resultados apresentados sdo apoiados pelo estudo realizado por Chambo
Filho (2013), onde 57,2% da culturas analisadas, foram oriundas de pacientes com idade
entre 15 e 55 anos. Com relacdo ao segundo grupo etario mais acometido, Hooton
(2012) e lzaias et al. (2014) afirmam que devido aos elevados periodos de
hospitalizagdo, a baixa tolerdncia aos procedimentos e a utilizacdo demorada de
dispositivos invasivos, aos quais sao expostos, torna pessoas idosas vulneraveis as IHs.

Buscando analisar a resisténcia bacteriana as drogas, montou-se os fendtipos das

18 culturas com crescimento de micro organismos do género Klebsiella (Tabela 4).

Tabela 4 - Fendtipos de resisténcia encontrados com base nos resultados dos antibiogramas

Amostra Fenétipo N° de antimicrobianos
55190 Sut 1
40722 Tet 1
55191 CfoCfxClo 3

36874 ¢ CloSutTet 3

48517

40800 CfINitSutTet 4
42143 NalPipSutTet 4
51701 CazCflCfoCfxCloTet 6
40632 CflCfoCloNorSutTic 6
49069/143  CflCipCloGenNorTet 6
54188 CloGenNalPipSutTet 6
49070 AtmCflICfoCfxCfzCloSutTetTic 9
52595 CflCfoCfxCloNalNitPipSutTetTic 10
49069/145  CflCfoCfxCfzCipCloCrxNorSutTetTic 11
39192 AmiAtmCazCfICfoCfxCipCpmCloNorSutTetTic 13
43835 AmcAmiCazCflCfoCfxCloCroCrxGenLvxNalPipTet 14
52938 AtmCazCflCfoCfxCipCpmCroGenNalNitNorPipSutTet 15
40630 AtmCazCflCfoCfxCipCloCpmCroNalNitNorPipSutTetTic 16

(Fonte: Arquivo do Centro de Hematologia e Laboratdrio de Andlises Clinicas — HEMOCLIN)
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Legenda: Amc — amoxicilina + cido clavulanico; Ami — amicacina; Atm — aztreonam; Caz — ceftazidima;
Cfl — cefalotina; Cfo — cefoxitina; Cfx — cefalexina; Cfz — cefazolina; Cip — Ciprofloxacino; Clo —
cloranfenicol; Cpm — cefepime; Cro — ceftriaxona; Crx — cefuroxima; Gen — gentamicina; Lvx —
levofloxacino; Nal — acido nalidixico; Nit — nitrofurantoina; Nor — norfloxacino; Pip — acido pipemidico;

Sut — sulfazotrim; Tet — tetraciclina; Tic — ticarcilina + acido clavulanico.

Como visto na Tabela 4, a repeticdo de fendtipos por paciente foi considerada
pequena, correspondendo a 11,1%, enquanto que os distintos representaram 88,9% dos 18
fendtipos analisados. Desta forma pode-se praticamente descartar a possibilidade de
contaminag&o entre pacientes, podendo supor que as cepas tenham sido disseminadas por
intermédio de outros veiculos. Segundo pesquisa realizada por Fenalte e Gelatti (2012)
em amostras coletadas de 106 jalecos usados pela equipe de assisténcia a saude, 19,8%
continham micro organismos patogénicos. Estes autores ainda afirmam que os jalecos
usados pelos profissionais podem ser uma fonte de transmissdo cruzada dentro das
unidades hospitalares, assim como, 0 perigo eminente oferecido pelas maos e materiais

contaminados. Os percentuais de resisténcia estdo elencados na Figura 8.

Figura 8 - Percentuais de resisténcia para os antibidticos testados
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(Fonte: Arquivo do Centro de Hematologia e Laboratério de Analises Clinicas — HEMOCLIN)

Legenda: Amc —amoxicilina + 4cido clavulanico; Ami — amicacina; Atm — aztreonam; Caz — ceftazidima;
Cfl — cefalotina; Cfo — cefoxitina; Cfx — cefalexina; Cfz — cefazolina; Cip — Ciprofloxacino; Clo —
cloranfenicol; Cpm — cefepime; Cro — ceftriaxona; Crx — cefuroxima; Gen — gentamicina; Lvx —
levofloxacino; Nal — &cido nalidixico; Nit — nitrofurantoina; Nor — norfloxacino; Pip — &cido pipemidico;
Sut — sulfazotrim; Tet — tetraciclina; Tic — ticarcilina + &cido clavulanico.

O estudo epidemioldgico de bactérias patogénicas e o estabelecimento do seu

perfil de sensibilidade aos antimicrobianos sdo aspectos de relevancia, pois podem ser
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significativamente diferentes por estarem associados a pressdes seletivas locais
(TRABULSI e ALTERTHUN, 2008).

Dentre os resultados percentuais obtidos, os antibidticos que apresentaram
valores de resisténcia acima de 50% foram: Cefalotina (55,6%), Cefoxitina (55,6%),
Cefalexina (50,0%), Cloranfenicol (66,7%), Sulfazotrim (66,7%) e Tetraciclina
(83,3%).

Os altos valores encontrados para as cefalosporinas de 1% geracéo e 2° geracdo, ja
eram esperados, visto que trata-se de uma classe de antimicrobianos ja bem conhecida e
muito utilizada em infec¢des, possivelmente de maneira indiscriminada e aleatoria
(POLETTO e REIS, 2005). Um bom exemplo é a anélise realizada por Dias, Coellho e
Dorigon (2015), das 100 amostras com crescimento de Klebsiella spp., 100%

apresentaram resisténcia para cefalotina.

A elevada resisténcia microbiana ao sulfazotrim também foi descrita em estudo
realizado por Blatt e Miranda (2005), que encontraram um indice de 41,8% de
resisténcia dentre as 6 culturas com crescimento de Klebsiella spp. analisadas. A baixa
sensibilidade ao sulfametoxazol+trimetoprima também foi observada por Souza (2014),
em que das 39 culturas com crescimento do mesmo género, 60,4% apresentaram
resisténcia a este antibiotico.

Os menores percentuais foram observados para amoxicilina + acido clavulanico
e levofloxacino, correspondendo cada um a 5,6% dos perfis de resisténcia encontrados.
Segundo Jancel e Dudas (2002), para uma boa resposta terapéutica frente a cepas
resistentes, deve-se utilizar a amoxicilina associada ao acido clavulanico, devido ao fato
das boas repostas apresentadas a terapéutica deste antibiotico. Como dito por Rieger et
al. (2009), as fluoroquinolonas tem excelente atividade contra Gram-negativos

clinicamente importantes, outras Enterobacteriaceae e S saprophyticus.

Diante do exposto torna-se imprescindivel o uso consciente do arsenal
terapéutico hoje em dia disponivel, da mesma maneira que, as politicas de saude publica
e 0 seguimento de protocolos sejam aprimorados e exigidos, a fim de limitar o uso de
antibioticos de amplo espectro, minimizando as pressfes que levam a resisténcia
bacteriana (PROJAN, 2003).
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5.2 TESTES CONFIRMATORIOS PARA AS CEPAS BACTERIANAS

Com relacdo aos testes bioquimicos os resultados estdo contidos na
Tabela 5 e foram conferidos com base nas Tabelas 1 e 2 de Koneman et al. (2008).
Constatou-se portanto, que as cepas de nimero 2 e 4 pertencem a subespécie
pneumoniae e que a cepa de nimero 5 remete a subespécie rhinoscleromatis,
confirmando nesta Gltima os dados expressos pelo Programa Nacional de Controle de
Qualidade (PNCQ), para seu lote.

Tabela 5 - Resultados dos testes bioquimicos

N° da cepa correspondente

Testes
bioquimicos 2 4 5
realizados
Glicose (acido) + +
Glicose (CO,) 4+ + -
Lactose + +
Sacarose - - -
Producéo de - - -
st
Motilidade - - -
Indol - - -
Hidrélise da + + -
uréia
Fenilalanina - - -
Lisina + A -
descarboxilase
Lisina - - -
desaminase
Vermelho de - - +
metila
Voges + + -
Proskauer
(Fonte: Dados da pesquisa)

Com relagdo ao teste de ESBL (Figuras 9, 10 e 11), confirmou-se a presenca da
marca de resisténcia na cepa numero 2 que foi dita como resistente aos cinco
antibioticos B-lactdmicos testados. A amostra também expressou a zona irregular de
inibicdo (ghost-zone), que é caracteristica desse mecanismo de resisténcia, entre o disco
composto e os discos das drogas B-lactamicas. A descrigdo das medidas dos halos de
inibicdo de crescimento e da interpretacdo para as trés estirpes testadas, esta reportada
na Tabela 6.
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Figura 9 - Teste de ESBL e antibiograma da cepa nimero 2

(Fonte: Dados da puisa

Figura 10 - Teste de ESBL e antibiograma da cepa nimero 4

ﬁ_c_ W 2

(Fonte: Dados da pesquisa)



Figura 11 - Teste de ESBL e antibiograma da cepa nimero 5

30

(Fonte: Dados da pesquisa)

Tabela 6 - Medida do diametro, em milimetros, dos halos de inibigdo de crescimento para o teste de

ESBL
N° da cepa N° da cepa N° da cepa
correspondente corresponden correspondente
te
Sigla dos
antibidticos 2 Interpretacéo 4 Interpretacéo 5 Interpretacéo
testados
Amc 60ug 18 mm R AH R 28 mm S
Atm 30ug AH R AH R 29 mm S
Caz 30ug AH R AH R 27 mm S
Cfo 30ug 21 mm S 13 mm R 24 mm S
Cpm 30pg 15 mm R 07 mm R 31 mm S
Ctx 30pug AH R AH R 28 mm S

(Fonte: Dados da pesquisa)

Legenda: Amc — amoxicilina + acido clavuléanico; Atm — aztreonam; Caz — ceftazidima; Cfo — cefoxitina; Cpm —
cefepime; Ctx — cefotaxima; AH —auséncia de halo.



antibiéticos testados.
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A Tabela 7 demonstra o resultado do antibiograma para os outros discos de

Tabela 7 - Medida do didmetro, em milimetros, dos halos de inibigéo de crescimento para os outros

antibidticos testados e para o polidisco de série urinaria

N° da cepa N° da cepa N° da cepa
correspondente correspondente correspondente
Sigla dos
antibioticos 2 Interpretacdo 4 Interpretacdo 5 Interpretacdo
testados
Ami 30ug 21 mm S 19 mm S 23 mm S
Amc 30ug 11 mm | R AH R 22 mm S
Amp 10ug AH R AH R 7 mm R
Cfl 30ug AH | R AH R 24 mm S
Cfz 30ug AH R AH R 27 mm S
Cip 05ug AH | R AH R 22 mm S
Cpm 30pg 12 mm R 12 mm R 34 mm S
Cro 30ug AH | S AH R 31 mm S
Ert 10ug 26 mm S 10 mm R 30 mm S
Gen 10ug AH | S 17 mm S 19 mm S
Ipm 10pg 27 mm S 13 mm R 26 mm S
Lvx 05ug 10 mm | R 09 mm R 21 mm I
Mpm 10ug 28 mm S 11 mm R 11 mm R
Nal 30ug AH \ NA AH NA 07 mm NA
Nit 300ug 07 mm S 07 mm S 07 mm S
Nor 10pg AH | R AH R 21 mm I
Ofx 05ug AH R AH R 21 mm |
Ppt 110ug 21 mm | S 14 mm R 24 mm S
Sha 20ug 07 mm R AH R 19 mm S
Sut 25pg AH | R AH R 14 mm I
Tet 30ug AH - 17 mm - 26 mm -
Tob 10pg 12 mm | R 12 mm R 22 mm S

(Fonte: Dados da pesquisa)

Legenda: Ami — amicacina; Amc — amoxicilina + acido clavulanico; Amp — ampicilina; Cfl — cefalotina; Cfz —
cefazolina; Cip — Ciprofloxacino; Cpm — cefepime; Cro — ceftriaxona; Ert - ertapenem; Gen — gentamicina; Ipm —
imipenem; Lvx — levofloxacino; Mpm — meropenem; Nal — &cido nalidixico; Nit — nitrofurantoina; Nor —
norfloxacino; Ofx — ofloxacino; Ppt — piperacilina + tazobactam; Sha — sulbactam + ampicilina; Sut — sulfazotrim;
Tet — tetraciclina; Tob — tobramicina; AH — auséncia de halo; R — resistente; S — sensivel; | — intermediario; (-) —
teste de susceptibilidade ndo recomendado.

Como visto a cepa produtora de ESBL apresentou sensibilidade aos

carbapenémicos e ao aminoglicosideo, amicacina, confirmando o exposto por Schwaber

et al. (2004), que afirma que cepas produtoras deste tipo de beta-lactamase sao sensiveis

a carbapenémicos e que a amicacina também apresenta boa atividade, mas seu uso €

restrito devido a toxicidade. Segundo Villegas et al. (2008), além da associagdo com
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outras P-lactamases, as ESBL também combinam-se a genes de resisténcia ao
ciprofloxacino, gentamicina, piperacilina+tazobactam e outras combinacGes com
inibidores. No entanto, a cepa utilizada no estudo s6 apresentou resisténcia ao

ciprofloxacino, permanecendo sensivel aos outros antibioticos mencionados.

Como dito por Dienstmann et al. (2010), para a comprovacdo da producéo de
KPC sdo necessario testes mais aprofundados tais como: focalizacdo isoelétrica, E-test e
teste de Hodge modificado, pode-se ainda pesquisar o gene bla KPC por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Existem também sistemas de automacdo, no entanto, estes
podem ndo identificar com precisdo os isolados positivos. Como a cepa nimero 4 ja
havia sido previamente identificada como produtora de carbapenemase, adotou-se para
simples certificacdo desse mecanismo o teste de disco-difusdo, que € um método
considerado facil para a deteccdo da resisténcia a carbapenémicos pelos produtores de
KPC e h& evidéncias que este seria um método confiavel para confirmacdo de
resisténcia a carbapenémicos, especialmente meropenem em Klebsiella pneumoniae
(TENOVER et al., 2006).

Como mecanismo de resisténcia ao imipenem, geralmente o género Klebsiella
spp., recorre a alteracdo de porinas, esse recurso também pode conferir baixos niveis de
resisténcia ao meropenem, e também pode recorrer a outros métodos, como as bombas
de efluxo. Ja para o ertapenem, os principais mecanismos de resisténcia sdo baseados na
producdo de carbapenemases e na perda de proteinas da membrana externa (ZANOL,
PICOLI e MORSCH, 2010).

5.3 MICRODILUICAO EM CALDO E TECNICA DO SPREAD-PLATE

A seguir estd ilustrada a Figura 12, que exemplifica a bateria de testes de
microdiluicdo realizada com as solucdes teste dos prototipos moleculares e

sequencialmente a Tabela 8 contempla todos os resultados obtidos.



33

Figura 12 - Visualizagdo do crescimento microbiano ap6s a coloragdo com TFTZ para a cepa produtora
de ESBL

(Fonte: Dados da pesquisa)
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Tabela 8 - Resultados da microdilui¢do para as moléculas testadas

Cepa ESBL KPC ATCC
Droga

3 ‘ > 1.024 pg/mL* > 1.024 pg/mL* 1.024 pg/mL

4 > 1.024 pg/mL* > 1.024 pg/mL* 1.024 pg/mL

5 ‘ > 1.024 pg/mL* > 1.024 pg/mL* 1.024 pg/mL

9 > 1.024 pg/mL* > 1.024 pg/mL* 1.024 pg/mL

10 ‘ > 1.024 pg/mL* > 1.024 pg/mL* 1.024 pg/mL

(Fonte: Dados da pesquisa)

Legenda: *- diz-se maior que 1.024 porque apresentou, ainda que pouco, algum crescimento bacteriano.

Como demonstrado, para cada molécula, a concentragdo com menor intensidade
de coloracdo, quando comparada ao poco seguinte, foi a 1.024 pg/mL, assim sendo,
constatou-se que os cinco derivados N-acilidrazonicos testados apresentaram fraco
potencial antibacteriano para o género em estudo, baseando-se para isto no exposto por
Rios e Recio (2005), onde a presenca de atividade é mais caracterizada quando as CIMs
giram em torno de valores menores que 100 pg/mL e Ayres et al. (2008), em que faixas
de atividades entre 500-1000 pg/mL, séo ditas como ineficazes.

Segundo a regra proposta por Lipinski, para que um composto expresse boa
solubilidade e permeabilidade em sistemas bioldgicos, ele deve apresentar log P < 5,
peso molecular < 500g/mol, grupos aceptores de Hidrogénio < 10 e grupos doadores de
Hidrogénio <5.

O resultado discreto para atividade antimicrobiana pode ser correlacionado com
andlise feita por Santos (2013), que apesar de ter constatado um menor valor da CIM
(400 pg/mL) para os derivados N-acilidrazénicos, se comparado com os deste trabalho,
também evidenciou problemas com a solubilidade dos compostos. Ao confrontar 0s
valores de log P tedricos dos compostos testados, analisamos que outros prototipos
acilidrazénicos com log P (2,44) também obedecendo a regra de Lipinski, apresentaram
acdo antibacteriana superior, explicando para tanto a combinacdo de grupos com a
porc¢do acilidrazénica (OLIVEIRA et al., 2010).

Diante disto podemos pressupor que a baixa atividade antimicrobiana esta
possivelmente relacionada a problemas com a baixa solubilidade dos compostos, bem
como o desempenho insuficiente dos aldeidos utilizados frente ao género Klebsiella.

Devido & escassez de estudos para avaliagdo da atividade antibacteriana destes
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derivados, no género em questdo, a discussdo dos nossos resultados com outras
pesquisas tornou-se dificil, impossibilitando portanto, o estabelecimento de
concordancia ou ndo com outros achados contidos na literatura.

O crescimento bacteriano observado ap6s o plaqueamento, com pipetagem de 10
pL, direto dos pocos onde constatou-se as CIMs, estd exemplificado pela Figura 13.

Figura 13 - Técnica do spread-plate para a estirpe produtora de ESBL

(Fonte: Dados da pesquisa)

A incapacidade de realizacdo da contagem das colonias, em praticamente todas
as placas, nos conduziu a repetir o plaqueamento (Figura 14), usando uma diluicdo de

1:1000 do contetido do poco em solucdo de salina estéril a 0,9%.
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Figura 14 - Spread — plate com diluicdo de 1:1000 para a cepa produtora de KPC

(Fonte: Dados da pesquisa)

A contagem das colbnias isoladas foi feita em contador manual conforme
ilustrado no exemplo da Figura 15.

Figura 15 - Contagem das colénias em contador manual

(Fonte: Dados da pesquisa)
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Os resultados obtidos através desta contagem estdo elencados nas Tabelas 9 e

10.

Tabela 9 - Nimero de coldnias obtidos através da diluicdo 1:1000 dos pogos controle

Cepa referente N° de col/pL N° de col/mL
ESBL 220. 800 220. 800.00
KPC 93. 840 93. 840. 000

ATCC 21. 850 21. 850. 000

(Fonte: Dados da pesquisa)

Tabela 10 - Relagdo entre os ndmeros de coldnias obtidos através da diluicdo 1:1000 para cada cepa

testada
Estipes ESBL KPC ATCC
Derivados

CIM N° de N° de CIM N° de N° de CIM N° de N° de
pg/mL col/uL col/mL  pg/mL  col/puL col/mL pg/mL | col/uL | col/mL

3 1.024 - - 1.024 - - 1.024 - -
512 2,3x10? 2,3x10° 512  3,68x10° 3,68x10° 512  2,3x10° 2,3x10°

4 1.024 - - 1.024 - - 1.024 - -

512 2,3x10° 2,3x10° 512  4,14x10° 4,14x10° 512 - -

5 1.024 - - 1.024 = 4,6x10° | 4,6x10° 1.024 - -
512  7,544x10* 7,544x10° 512 2,3x10*  233x10’ 512  2,3x10°  2,3x10°

9 1.024  1,15x10° = 1,15x10° = 1.024 = 2,3x10° = 2,3x10° 1.024 - -

512 4,6x10° 4,6x10° 512  1,84x10° 1,840x10° 512 - ;
10 1.024 2,3x10° 2,3x10° 1.024 = 4,6x10° 4,6x10° 1.024 | 2,3x10* @ 2,3x10°

512 7,13x10°  7,13x10° 512 2,3x10°  2,3x10° 512 - -

(Fonte: Dados da pesquisa)

Legenda: (-) —auséncia de crescimento na placa
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Como visto nas Tabelas 9 e 10 a contagem de colonias dos pocos com as
moléculas teste, diminuiu consideravelmente quando confrontada com o resultado
encontrado para 0s pocos controle. O efeito bacteriostatico pode ser sugerido para a
molécula 10 frente a cepa produtora de ESBL, onde o crescimento microbiano na
concentracdo de 1.024 pg/mL, foi em torno de 96,8% menor quando comparado ao
obtido na concentracdo imediatamente menor, bem como também, para as moléculas 5 e
9 testadas na cepa produtora de KPC, que apresentaram 98,0% e 87,5%
respectivamente, de diminuicao da carga bacteriana na concentragéo de 1.024 pg/mL, se
confrontada a concentracdo 512 pg/mL. A auséncia de crescimento nas placas para as
moléculas 3, 4 e 5 testadas na cepa ESBL positiva, assim como os prototipos 3 e 4, na
cepa KPC positiva e igualmente para todos os derivados avaliados na cepa controle
ATCC, pode ser justificada pelo numero bastante reduzido do inoculo utilizado na
diluicdo de 1:1000. Este argumento também pode ser usado para explicar o ocorrido
para as moléculas 9 e 10, nos testes com as estirpes produtoras de ESBL e KPC, nesta
ordem, em que a concentragcdo menor, 512 pug/mL, inibiu mais o crescimento do que a

concentracdo imediatamente maior.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, torna-se evidente a necessidade de se
conhecer o perfil de sensibilidade dos agentes etioldgicos aos antimicrobianos, para que 0s
possiveis mecanismos de resisténcia sejam determinados e tornem-se do conhecimento dos
profissionais de saude. Buscando atraves disto tracar estratégias terapéuticas que atuem de
forma eficaz e especifica frente as infecgdes hospitalares. Para tanto fazem-se fundamentais os
estudos de vigilancia epidemioldgica e o seguimento da Politica de Antimicrobianos que
contribui significativamente para a diminuicdo dos indices de IH. E imprescindivel a
implantacdo do PCA (Programa de Controle de Antimicrobianos), que tem por objetivo reduzir
0 surgimento de novos mecanismos de resisténcia bacterianos, visto que diminui a pressdo

seletiva.

A emergéncia da resisténcia bacteriana nos hospitais, ressalta a importancia de
investimentos nas pesquisas para o aprimoramento do atual arsenal medicamentoso e para a
descoberta de novos farmacos. O efeito bacteriostatico apresentado pelos derivados N-
acilidrazonicos em questdo, sugere que mais ensaios sejam realizados para que se possa
estabelecer uma associacéo destes prototipos com antibioticos de uso clinico, a fim de analisar
provaveis efeitos moduladores, como por exemplo, a diminuicdo da concentragdo inibitdria

minima de drogas tidas como ineficazes a micro organismos multirresistentes.
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