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RESUMO:

Este trabalho pretende iniciar uma apresentacao das espécies bacterianas
isoladas em diferentes produtos biol6gicos enviados para estudo no Labo-
ratério de Microbiologia da Clinica Sagrada Esperanca e das suas resisténcias
aos agentes antimicrobianos quando existiam e houve meios para as detectar.
Pretende também avaliar a qualidade das identificagdes bacterianas e fungi-
cas e a consisténcia dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos realiza-
dos durante o ano de 2007.

Dos isolamentos e identificacdes realizados, 61,6% eram bactérias de Gram
negativo, 271% de Gram positivo e 11,2% fungos leveduriformes. As identifi-
cac¢oes foram classificadas como de excelente qualidade em 40,67%, segundo
os escaldes do aparelho Vitek2 Compact. A percentagem de bactérias com um
ou mais mecanismos de resisténcia foi de 26,09%, sendo 0 mecanismo de re-
sisténcia mais comum a modificacdo das proteinas de ligacao as penicilinas
(Mod PBP), seguido da producao de B-lactamases de largo espectro.
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ABSTRACT:

This paper intends to start a presentation of the bacterial species isolated
in different biological products sent to study in the Clinical Microbiology
Laboratory of Sagrada Esperanca Clinic and their resistance to antimicrobial
agents. It also intends to evaluate the quality of bacterial and fungal
identification and consistency of antimicrobial susceptibility testing
performed during the year 2007.

From isolations and identifications performed, 61.6% were Gram negative
bacteria, 271% Gram positive bacteria and 11.2% yeasts. The identifications
were classified as excellent in 40.67%, according to levels of the device Vi-
tek2 Compact. The percentage of bacteria with one or more mechanisms of
resistance was 26.09%. The most common resistance mechanism was the
modification of the penicillin binding proteins (PBP Mod), followed by the

production of extended spectrum B-lactamase.
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INTRODUCAO:

A resisténcia dos agentes  biolégicos  aos
antimicrobianos tem evoluido de modo alarmante a
nivel mundial'-® e é particularmente preocupante em
paises de recursos limitados, onde o uso exagerado e
inadequado de drogas, a disponibilidade de antibioticos
sem prescricao medica, a qualidade duvidosa de alguns
deles e o custo dos de segunda e terceira linhas, que os
torna pouco acessiveis, agravam mais este problema.

O objectivo dos autores é facultar aos clinicos
informacao Util para o tratamento de infeccbes de
futuros pacientes, fornecendo dados analiticos sobre os
padrdes de resisténciaindispensaveis para umapolitica
racional dos antimicrobianos® ® estabelecendo um
dialogo, que nem sempre é facil e pacifico, entre
laboratoristas e clinicos, mas que é fundamental para
um bom atendimento ao paciente.

Cré-se que este artigo também levantara hipoteses
para um futuro melhoramento do trabalho de vigilancia
da resisténcia aos antibioticos e de estudos de
investigacdo nesta area, nomeadamente no campo da
biologia molecular.

Nao temos conhecimento de que em Angola exista
informacao actual sobre estudos desta natureza, sendo
de realcar a importancia do conhecimento local, num
contexto global, da resisténcia aos antimicrobianos, para
a instituicao de terapéuticas empiricas. *28

MATERIAL E METODOS:
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Foram incluidos todos os isolamentos conseguidos
durante o ano de 2007, em todos os tipos de produtos
biologicos enviados para estudo no Laboratério de
Microbiologia da Clinica Sagrada Esperanca (LM/CSE).

As colheitas dos produtos biolégicos nao obedeceram
a regras rigidas, uma vez que sao provenientes de
diferentes servicos e estruturas de salde.

Ao chegarem a este laboratério, as amostras foram
processadas de acordo com protocolos internos do
LM/CSE. Apos o isolamento das estirpes bacterianas e
fungicas, as identificacdes e os testes de susceptibilidade
foram realizados no aparelho Vitek 2 Compact, usando-
se as respectivas cartas.
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O sistema Vitek 2 Compact é um sistema moderno,
automatizado, fiavel e reprodutivel de identificacao e
de realizacao qualitativa e quantitativa de testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA) *¢7, que usa
cartas de 64 micropocos com substratos individuais,
através dos quais se avaliam diversas actividades
metabolicas (acidificacdo, alcalinizacdo, hidrolise) e
de crescimento ou ndo, na presenca de substancias
inibidoras (antibioticos e outras).

Como se mostra nas tabelas 1 e 2, as identificacoes
bacterianas e flingicas e os TSA tém uma escala de niveis
de confianca da sua qualidade.

Para além dos niveis de confianca expressos na tabela,
o sistema Vitek 2 Compact ainda pode classificar estirpes
bacterianas como slashline. Neste nivel, as estirpes ndo
sdo passiveis de separacao a nao ser com analises mais
sofisticadas, nomeadamente com a biologia molecular.

Os TSA realizados segundo o sistema Vitek 2
compact (concentracdo inibitéria minima - CMI mg/L e
interpretacao clinica em susceptivel = S, intermédio = | e
resistente = R) sdo compativeis em 96% com os realizados
por métodos de referéncia, 0o que é considerado como
adequadamente concordante. &7 Este sistema também
detecta e interpreta apropriadamente as resisténcias.
(Tabela 3) &7

Tabela 1. Niveis de Confianca de Identificacao

Nivel de Nr de Escolhas " .
. . % de Probabilidade Comentarios
Confianca de Identificacao
Excelente 1 96 a 99 Nenhum
Muito Bom 1 93295 Nenhum
Bom 1 89a92 Nenhum
Aceitavel 1 85288 Nenhum
2 a 3 grupos taxondmicos mostram
A soma das escolhas 0 mesmo hidtipo.
Baixa éigual a 100. Separar por testes suplementares

Discriminacao

2a3

Apobs uma escolha feita
a percentagem reflecte a
probabilidade daquela.

Necessario individualizar para haver
correspondéncia com a carta de
susceptibilidade e esta poder ser

interpretada

Nao

Mais de 3 grupos taxonémicos
mostram o mesmo bidtipo ou
perfil biolégico muito atipico, que

identificado Mais de 3 ou nenhuma Nenhuma nao corr’esponde a nenhum grupo
taxonomico da base de dados.
Sugere a verificacao da coloracao de
Gram e da pureza da cultura.
Nao Reactivo Nenhuma Nenhuma Nenhum
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Tabela 2.. Niveis de Confian¢a dos TSA

Nivel de Confianca Comentarios

Consistente

De acordo com fenotipos existentes na base de dados

Consistente com Correccao

Correccdes minimas para se encaixar num fenétipo da base de dados.
As correc¢oes sao assinaladas

Inconsistente

N&o esta de acordo com nenhum dos fenétipos da base de dados e os desvios
sao de ordem a nao permitir correccdes. Sugere a verificacao da pureza da
cultura e a repeticao da identificacao e do teste de susceptibilidade.

Nao Realizado

Na base de dados nao existe nenhum fenétipo para comparacao

Classes de
Antimicrobianos

Tabela 3. Resisténcias encontradas pelo Sistema Vitek 2 Compact

Comentarios

B-lactaminas

B-Lactamases: B-Lactamase de largo espectro (ESBL)
ESBL (CTX-M)
PASE (IRT ou OXA)
ACQ-PASE
CASE de alto nivel
Penicilinases
Cefalosporinases
Cefuroximase
Hiperproducao de SHV1
Resisténcia de alto nivel as B-lactaminas
Resisténcia aos carbapenemes
Impermeabilidade aos carbapenemes
Impermeabilidade

Aminoglicosideos

Acetiltransferases 6" (AAC)

Macrolidos/Lincosamidas/
Estreptograminas

MLSB
SA
Resisténcia as estreptograminas (SGA-SGB)

Glicopeptideos

VISA (Staphylococcusaureus intermédio a vancomicina)
VRSA (Staphylococcusaureus resistente a vancomicina)
VISS (Streptococcus spp. intermédios a vancomicina)
VAN A e VAN B Like (resisténcia a Vancomicina)

TEC

Quinolonas

Resisténcias as quinolonas
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As cartas usadas para identificacao sao as existentes
neste sistema GN para bactérias de Gram negativo,
GP para bactérias de Gram positivo e YST para fungos
leveduriformes.

As cartas utilizadas para realizar os TSA foram, para as
bactérias de Gram negativo, as AST NO17, NO21, N032,
N093 e N103 e para as bactérias de Gram positivo as AST
P531, P532, P533, P554, P592 e GP67.

Os resultados foram processados no programa Excel
2007 do Windows XP.

Realizaram-se 1736 tentativas de identificacao e 1526
testes de susceptibilidade aos antimicrobianos (87,9%).

RESULTADOS:

Das 1736 identificacdes tentadas, 1070 (61,6%) eram
bacilos de Gram negativo, 456 (26,3%) cocos de Gram
positivo, 1(0,1%) cocos de Gram negativo, 15 (0,9%) bacilos
de Gram positivo e 194 (11,1%) fungos leveduriformes.

Num universo de 144 espécies bacterianas e flngicas
identificadas, as 10 com um maior nimero de isolamentos
nos diferentes produtos biologicos sao as apresentadas
na tabela 4.

Num universo de 144 espécies bacterianas e fungicas
identificadas, as 10 bactérias de Gram negativo e de
Gram positivo mais isoladas sao as apresentadas,
respectivamente, nas tabelas 5 e 6.

Tabela 4. Espécies Bacterianas e Fingicas com Maior Nimero de Isolamentos

Espécies Bacterianas

Ne de Isolamentos

% em Relacao as
10 Espécies

% em Relacao
ao Ne Total

e Fungicas NETHIELER de Isolamentos
Escherichiacoli 161 18,40 9,27
Sphingomonaspaucimobilis 145 16,57 8,35
Staphylococcushaemolyticus 105 12,00 6,05
Klebsiellapneumoniae 99 11,31 5,70
Enterobactercloacae 90 10,29 518
Staphylococcusaureus 67 7,66 3,86
Candidaalbicans 61 6,97 3,51
Proteus mirabilis 59 6,74 3,40
Staphylococcusepidermidis 48 5,49 2,76
Pseudomonas aeruginosa 40 4,57 2,30

Total 875 100,00 50,40
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Tabela 5. Espécies Bacterianas de Gram Negativo com Maior Nimero de Isolamentos

Espécies Bacterianas de Gram % em Relacao as % em Relagao
Negativo com Maior Nomero  Ne de Isolamentos 10 Espécies ao Ne Total

de Isolamentos mais Isoladas de Isolamentos
Escherichiacoli 161 22,87 9,27
Sphingomonaspaucimobilis 145 20,60 8,35
Klebsiellapneumoniae 99 14,06 5,70
Enterobactercloacae 90 12,78 518
Proteus mirabilis 59 8,38 3,40
Pseudomonas aeruginosa 40 5,68 2,30
Citrobacterfreundii 33 4,69 1,90
Raoultellaornithinolytica 31 4,40 1,79
Acinetobacterbaumannii 26 3,69 1,50
Stenotrophomonasmaltophilia 20 2,84 115

Total 704 100,00 40,55

Tabela 6. Espécies Bacterianas de Gram Postivo com Maior Nimero de Isolamentos

Espécies Bacterianas de Gram % em Relacao as % em Relagao
Positivo com Maior Nimero de  Ne de Isolamentos 10 Espécies ao Ne Total

Isolamentos ETRINEDETS de Isolamentos
Staphylococcushaemolyticus 105 31,53 6,05
Staphylococcusaureus 67 20,12 3,86
Staphylococcusepidermidis 48 14,41 2,76
Staphylococcushominis 31 9,31 1,79
Kocuriakristinae 17 51 098
Enterococcusfaecalis 16 4,80 0,92
Streptococcusagalactiae 15 4,50 0,86
Micrococcusluteus 14 4,20 0,81
Staphylococcusxylosus 12 3,60 0,69
StaphylococcusWarnerii 8 2,40 0,46
Total 333 100,00 19,18
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Figura 1. Qualidade das Identificacdes

QUALIDADE DAS IDENTIFICACOES
ESCALA DO VITEK 2 COMPACT
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Figura 2. Qualidade dos TSA

QUALIDADE DOS TSA

Nio realizado oundo avaliado @

® Consistente
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com correcgio
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Tabela 7. Resisténcias Mais Comuns aos Antimicrobianos

Resisténcias Mais Comuns Ne de % em Relacao as % em Relacao
- _ 10 Espécies ao Ne Total
aos Antimicrobianos Isolamentos mais Isoladas de Isolamentos
Mod PBP 62 21,38 13,69
B-lactamase de largo espectro 48 16,55 10,60
ESBL (CTX-M) 46 15,86 10,15
Mod PBP + MLSB induzivel ou outra 28 9,66 6,18
ESBL (CTX-M) + PASE (IRT ou OXA) 24 8,28 530
PASE (IRT ou OXA) 23 793 5,08
Brlactamase de lago espectro - 20
ACQ-PASE + |(r|n Te(;umce)e)](lxl)ldade + PASE 16 5.52 353
MLSB induzivel ou outra 12 414 2,65
permesbiidade SAACIE) heterogenes i 379 243
Total 290 100,00 64,02
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A qualidade das identificacdes, segundo os niveis de
identificacao do Vitek 2 Compact, é apresentada na
figura 1.

A consisténcia dos TSA revela-se, quanto a sua
concordancia, de acordo com os protocolos do Comité do
Antibiograma da Sociedade Francesa de Microbiologia
(Figura 2).

Das bactérias identificadas, pudemos verificar que
73,91% (1283/1736) nao apresentaram resisténcias e
26,09% (453/1736) apresentaram pelo menos um tipo de
resisténcia aos agentes antimicrobianos.

A percentagem de isolamentos que apresentavam
resisténcias foi aproximadamente semelhante, quer para
bactérias de Gram positivo (31,14%), quer para bactérias
de Gram negativo (29,07%).

As 10 resisténcias mais comuns aos agentes
antimicrobianos sao apresentadas na tabela 7.

Os bacilos de Gram negativo e 0s cocos de Gram positivo
que apresentaram um maior nimero de isolamentos
com resisténcias sao os apresentados, respectivamente,
nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8. Bacilos de Gram Negativo que Apresentam mais Resisténcias

Bacilos de Gram Negativo

Ne de Isolamentos

% em Relacao as

% em Relacao
ao Ne Total
de Isolamentos

10 Espécies
mais Isoladas

Citrobacterkoseri 5 5 100,00
Klebsiellaozaenae 1 1 100,00
Escherichiacoli 161 129 80,12
Klebsiellaoxytoca 8 6 75,00
Klebsiellapneumoniae 99 71 71,72
Shigellaspp 3 2 66,67
Morganellamorganii 10 6 60,00
Proteus mirabilis 59 35 59,32
Enterobacteraerogenes 16 6 37,50
Enterobactercloacae 90 32 35,56
Providencia rettgeri 3 1 33,33
Pseudomonas aeruginosa 40 1 27,50
Salmonellaspp 8 2 25,00
Salmonellatyphi 6 1 16,67
Citrobacterfreundii 33 3 9,09
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Tabela 9. Cocos de Gram Positivo que Apresentam mais Resisténcias

% em Relacao as % em Relacao
Cocos de Gram Positivo Ne de Isolamentos 10 Espécies ao Ne Total
mais Isoladas de Isolamentos
Staphylococcuswarneri 8 7 87,50
Staphylococcuscohnii 4 3 75,00
Staphylococcushominis 31 20 64,52
Staphylococcusepidermidis 48 27 56,25
Staphylococcuslugdunensis 2 1 50,00
Staphylococcusaureus 67 33 49,25
Staphylococcushaemolyticus 105 47 44,76
Staphylococcussaprophyticus 3 1 33,33
Staphylococcussciuri 3 1 33,33
Staphylococcuscapitis 5 1 20,00
As resisténcias apresentadas pelos bacilos Gram Figura 3. Resisténcias da Escherichiacoli
negativo mais isolados e de maior interesse clinico  pesistincias da Escherichiacoli
apresentam-se em seguida: O .
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- Escherichiacoli:
Das 161 estirpes identificadas, 128 apresentavam PR A
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resisténciassendo prevalente a producao daenzima
CTX-M (Figura3).
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- Klebsiellapneumoniae:
Das 99 estirpes isoladas, 71 apresentavam
resisténcias, sendo que a maior percentagem de
estirpes era produtora do enzima AAC (6')(Figura 4).

Figura 4. Resisténcias da Klebsiellapneumoniae
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- Shigella spp.:
Das 3 estirpes isoladas, duas apresentavam como
resisténcia a producao de cefalosporinase.

- Morganellamorganii:

Das 10 estirpes isoladas, 6 apresentavam
resisténcias. Trés eram produtoras simultaneas
de B-lactamase de largo espectro e de
acetiltransferase 6'heterogénea, duas produziam
simultaneamente B-lactamase de largo espectro,
acetil transferase 6'heterogénea e acetiltransferase
6 e uma cefalosporinase de alto nivel associada a
acetiltransferase 6 'heterogénea.

- Proteus mirabilis:

Das 59 estirpes isoladas, 35 apresentavam
resisténcias. A produc¢ao das enzimas IRT ou OXA foi
predominante (Figura 5).
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Figura 5. Resisténcias do Proteusmirabilis
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- Enterobacteraerogenes:

Das 16 estirpes isoladas, 6 apresentavam
resisténcias. Cinco eram produtoras de B-lactamase
de largo espectro e uma de PB-lactamase de
largo espectro ecefalosporinase de alto nivel,
simultaneamente.

- Enterobactercloacae:
Das 90 estirpes isoladas, 32 apresentavam
resisténcias(Figura6).

Figura 6. Resisténcias do Enterobactercloacae
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- Providencia rettgeri:
Das 3 estirpes isoladas, apenas uma era produtora
do enzima AAC(6).
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- Pseudomonas aeruginosa:
Das 40 estirpes isoladas, 11
resisténcias, discriminadas na figura 7.

apresentavam

Figura 7. Resisténcias da Pseudomonas aeruginosa

Resisténcias da
Pseudomonas oeruginasa

T-Impermeabilidade aos
carbapenemes l 9.09

2-Resisténcia de alto nivel as B-
0 20 40 &0  BD 100
%

- Salmonella spp.:

Das 8 estirpes isoladas, duas apresentavam como
resisténcias a producao de [B-lactamase de largo
espectro associada a producao de AAC(6) e de
AAC(6) heterogénea e a susceptibilidade diminuida
as quinolonas.

- Salmonellatyphi:
Das 6 estirpes isoladas, uma apresentava uma
susceptibilidade diminuida as quinolonas.

- Citrobacterfreundii:

Das 33 estirpes isoladas, 3 apresentavam
resisténcias. Duas produziam uma [B-lactamase de
largo espectroe uma era produtora de B-lactamasede
largo espectro ecefalosporinase de alto nivel,
simultaneamente.

As resisténcias apresentadas pelos cocos Gram
positivo mais isolados e de maior interesse clinico sao
apresentados em seguida:

- Staphylococcushaemolyticus:

Das 105 estirpes isoladas, 47 apresentavam
resisténcias, sendo a modificacao das PBP a mais
frequente (Figura8).

Figura 8. Resisténcias do Staphylococcushaemolyticus
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- Staphylococcusaureus:

Das 67 estirpes isoladas, 33 apresentavam
resisténcias, sendo também a modificacao das PBP
observada em maior percentagem (Figura 9).

Figura 9. Resisténcias do Staphylococcusaureus
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- Staphylococcusepidermidis:
Das 48 estirpes isoladas, 27 apresentavam
resisténcias, discriminadas na tabela 10.

- Staphylococcushominis:
Das 31 estirpes isoladas, 20 apresentavam
resisténcias discriminadas na tabela 11.

- Enterococcusfaecalis:
Das 7 estirpes isoladas, uma apresentava uma
resisténcia “VAN A LIKE"

- Staphylococcuswarneri:
Das 31 estirpes isoladas, 20 apresentavam
resisténciasdiscriminadas na figura 10.
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Tabela 10. Resisténcias do Staphylococcusepidermidis

Resisténcias do Ne de Isolamentos ) o
. o o % de Resisténcias
Staphylococcusepidermidis com Resisténcias

Modidificacao das PBP 9 33,33

Modificacdo das PBP + MLSB induzivel ou outra 9 33,33

Modificacao das PBP + TEC 3 1M

TEC 2 741

MLSB induzivel ou outra 1 3,70

Modificacdo das PBP + MLSB induzivel ou outra + ’ 370
MLSB + SA constitutiva ’

Modificacao das PBP + MLSB induzivel ou

1 3,70

outra + TEC

Modificacao das PBP + VISS 1 3,70

Total 27 100,0

Tabela 11. Resisténcias do Staphylococcushominis

Ne de Isolamentos

. . % de Resisténcias
com Resisténcias

Resisténcias do Staphylococcushominis

Mod PBP 1 55,00
Mod PBP + MLSB induzivel ou outra 5 25,00
MLSB induzivel ou outra + MLSB + SA constitutiva 1 5,00
Mod PBP + MLSB + SA constitutiva 1 5,00
MLSB induzivel ou outra 1 5,00
Mod PBP + MLSB induzivel

1 5,00
ou outra + MLSB + SA constitutiva
Total 20 100,0
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Figura 10. Resisténcias do Staphylococcuswarneri
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DISCUSSAO:

Nao temos conhecimento da realizacao de qualquer
trabalho deste tipo em Angola.

Ha informacdo limitada sobre as tendéncias da
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos em Africa.!

Com base na pouca bibliografia existente e tendo em
consideracao que podem existir altera¢des nos fendtipos
e mecanismos de resisténcia das bactérias de pais para
pais ® e mesmo de hospital para hospital dentro do
mesmo Pais, 2 fazemos algumas consideragdes sobre a
realidade encontrada no universo do nosso estudo:

1 - As bactérias de Gram negativo foram mais
frequentemente isoladas que as de Gram positivo,
0 que estd de acordo com outros estudos feitos
em Africa (Tanzania e Nigéria) * 2 e noutros
continentes (América Latina).

2 - As resisténcias aos antimicrobianos sao mais
comuns nas bactérias de Gram positivo do quenas
de Gram negativo, o que contraria outros achados
(Tanzéania)."

3 - 0 mecanismo de resisténcia mais frequente, nas
bactérias de Gram negativo, foi a produgao
de [B-lactamases de largo espectro, que
habitualmente confere resisténcia a todas as
B-lactaminas, com excepgao dos carbapenemes, o
que esta em desacordo com o estudo efectuado

na Tanzania "mas de acordo com outros realizados
na Nigéria, 2 Africa do Sul, 3 América Latina ® e
Portugal. ®

4 - 0 mecanismo de resisténcia mais frequente,
nas bactérias de Gram positivo, foi a modificacao
das proteinas de ligacao a penicilina (PBP), que
confere a resisténcia a meticilina, o que esta em
desacordo com o estudo realizado na Tanzania
por Blomberg B., mas de acordo com outros
realizados na Nigéria por Ozumba, U2 e na
América Latina por Guzman-Blanco M, C.J,, Sader
HS. 8
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