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RESUMO

As beta-lactamases de espectro ampliado (ESBLgseptam um importante mecanismo de
resisténcia aos beta-lactamicos. Essas enzimasrdisram-se entre membros da familia
Enterobacteriaceague causam infecc¢des relacionadas a assistéseaiada, especialmente
as nosocomiaiObjetivos: (a) Determinar a prevaléncia &scherichia colie Klebsiella
spp produtores de ESBL de origem hospitalar e cadma (b) Verificar a origem dos
isolados (amostra clinica e unidade de internacés));Avaliar a acuracia dos testes
fenotipicos de deteccdo de ESBL; (d) Determinar pesfis de sensibilidade aos
antimicrobianos; (e) Determinar os genes de betad@ase; (f) Avaliar o modo de
disseminagédo e; (g) Realizar experimentos de wa@rsfia de resisténcidlaterial e
métodos Foram avaliados 1346 isolados (1HZoli, 180K. pneumoniae 4K. oxytoca,

de pacientes internados e ambulatoriais, entré @dr2003 a maio de 2006, em Caxias do
Sul. Um isolado/paciente foi incluido e a infec¢@spitalar definida pelo CDCCénters
for Diseases Control and PreventjofPelo método disco-difusdo, conforme CLSlitfical
and Laboratory Standards Instityteédentificou-se os produtores de ESBL (triagem:
aztreonam, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona efpadoxima e confirmatoério:
cefpodoxima, ceftazidima, cefotaxima, com e sentlawulanico). A cefepima foi incluida
nos testes. Os isolados foram submetidos a testesrwsibilidade aos antimicrobianos, por
disco-difusdo, segundo a CLSI; ao método de PCR geteccdo dos genela tem, bla spy,

bla ctx.m €; a tipagem por PGFE. A cejga coli aDH, como receptora, foi usada na
conjugacdo e o0s transconjugantes pesquisados patucpo de ESBL e perfil de
sensibilidade.Resultados As prevaléncias de ESBL em nivel hospitalar fordfn
pneumonia€43,7%) eE. coli (6,7%) e a comunidade, respectivamente, de 2,6%4%. As
vias aéreas (escarro, aspirado traqueal, lavadectatveolar) , sangue e urina, e as UTIs e
Clinica-Cirargicas foram as amostras clinicas edashes de internacdo com 0s maiores
percentuais de isolados produtores de ESBL. Indkp#e da bactéria analisada, a
ceftazidima foi o substrato com o pior desempenbe testes. Ja a cefpodoxima, a
cefotaxima, a ceftriaxona e o aztreonam apresentasgnsibilidade de 100% e
especificidade >94,0% para isoladosKlebsiella spp. ParéE. coli a cefpodoxima foi o
melhor substrato (sensibilidade de 100,0% e espeefle de 75,0%). A cepefima
apresentou excelente desempenho. Os isoladoslatesiella spp produtores de ESBL

apresentaram taxas de resisténcia superiores agaplesentados pelos isolados néo



produtores de ESBL, para varios antimicrobianos-bmttamicos e ndo beta-lactamicos.
Independente da producdo de ESBL esses isoladas feensiveis aos carbapenémicos e
tigeciglina. Foram detectados dm coli e Klebsiellaspp com fenditpo ESBL 0s genes de
beta-lactamasblarem (89,0%),blactx-m (75,6%) eblasny (35,4%). Foram identificados 22
padroes de PFGE, sendo 11 com mais de um isoladespadrdoes envolveram 50 isolados
de K. pneumoniaeprodutores de ESBL, com alta disseminacao intspitear entre as
unidades de internacdo do hospital e por periogersx a um ano. Os transconjugantes
apresentaram fenotipo de ESBL e resisténcia aosogiitosideos. Conclusées Nossos
resultados mostraram que a producdo de ESBL aainstih problema essencialmente
nosocomial. Concluimos que a adicao da cefepimaastes de deteccdo de ESBL leva a
um aumento significante na acuracia p&racoli. No entanto, os isolados produtores de
ESBL do génerdlebsiellarepresentam o maior problema no hospital. Esseseamparam
ampla variabilidade gendmica, indicando forte esseletiva de antimicrobianos, mas
também disseminagcdo multiclonal, indicando transé@uscruzada e uma situacdo de
endemia dessas bactérias no hospital. Por fim,osoessultados indicaram uma féacil
disseminacdo de plasmideos multirresistentes, o ppoke representar um impacto
importante nas opc¢des terapéuticas para o tratandeninfecgdes por bactérias produtoras
de ESBL.
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ABSTRACT

The extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) mresn important mechanism of
resistance to beta-lactam antibiotics. Such enzyhae® spread among members of the
Enterobacteriaceadamily, which are responsible for infections rethtto health care,
particularly nosocomial infection©bjectives (a) To determine the prevalence of ESBL
producingEscherichia coliand Klebsiella spp of hospital and community origin; (b) To
verify the origin of the isolates (clinical sam@ead internment unit); (c) To evaluate the
accuracy of the phenotypic tests for ESBL detecti@) To determine the sensitivity
profiles to antimicrobial drugs; (e) To identifyetibeta-lactamase genes; (f) To evaluate the
dissemination way and; (g) To perform experimeritsesistance transfeMaterials and
Methods: 1,346 isolates were evaluated (1,162 coli, 180 K. pneumoniaeand 4 K.
oxytocg, from inpatient and outpatients, between ApriD2@&nd May 2006, in Caxias do
Sul. One isolate/patient was included and the rms@ infection defined by the CDC
(Centers for Diseases Control and PrevenfioBy means of the disc-diffusion method,
according to the CLSIQlinical and Laboratory Standards Institytehe ESBL producers
were identified (screening: aztreonam, cefotaximeeftazidime, ceftriaxone, and
cefpodoxime and confirmation: cefpodoxime, ceftame cefotaxime, with and without
clavulanic acid). Cefepime was included in the sesthe isolates were submitted to
sensitivity tests to antimicrobial drugs, usingcdikffusion, defined by CLSI; to PCR for
detecting thevla ey, bla spy, bla ctx-m genes, and; to PGFE typification. TRecoli a-DH
strain was used as the receptor in conjugationrerpats and the transconjugants were
analyzed with regards to ESBL production and semiyitprofile. Results The ESBL
prevalences at the hospital level wdfepneumonia€43.7%) ancE. coli (6.7%) and at the
community, 2.6% and 0.4%, respectively. The airwégutum, traqueal aspiration and
broncoalveolar lavage), blood, and urine, and @idsl and surgical units were the clinical
samples and the internment units presenting thgesarpercentages of ESBL producing
isolates. Independently of the bacterium, ceftazéliwas the substrate which provided the
poorest results in the tests. On the other harfgpdexime, cefotaxime, ceftriaxone, and
aztreonam showed 100% sensitivity and specificBs.6% forKlebsiellaspp isolates. For
E. coli,the best substrate was cefpodoxime (100% sengitimd 75.0% specificity).

Xii



Cefepime presented excellent performance. The Ef®BducingKlebsiella spp isolates
showed higher resistance rates than the ESBL nmauping strain, for several
antimicrobial drugs, either beta-lactamic or notespectively of ESBL production, these
isolates showed sensitivity to carbapenems andyigjen. In theE. coli andKlebsiellaspp
with the ESBL phenotype, the beta-lactamase gétasy (89.0%),blactx-v (75.6%) e
blasny (35.4 %). Were detected. 22 PFGE patterns werdifaiel, 11 with more than one
isolate. These clones comprised 50 isolates of EfBHucingK. pneumoniaewith high
intra-hospital dissemination among the internmenitsuand for times longer than one year.
The transconjugants presented the ESBL phenotyperesistance to aminoglycosides.
Conclusions Our results have shown that ESBL production dbrss an essentially
nosocomial problem. We conclude that the additiocefepime to the ESBL detection tests
significantly enhances the accuracy of the testnadggplied toE. coli. However, the ESBL
producing isolates of the genkiebsiellarepresent the main problem in the hospital. These
isolates presented great genomic variability, iating strong selective pressure by
antimicrobial drugs, but also multiclonal dissentio@, which indicates cross-transmission
and an endemic situation of these bacteria in thepital. Finally, our results indicate an
easy spreading of multi-resistant plasmids, what regpresent an important impact on the
therapeutic options for the treatment of ESBL prdg bacteria.
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1. INTRODUCAO

A assisténcia a saude € constantemente desafiadeopmplicacées infecciosas
relacionadas ao manejo de pacientes. O acentuadg@vecnologico, na area da saude,
provocou um aumento significativo na aquisicéo rifecacées em grupos de pacientes de
alto risco. Como consequéncia, as infeccbfes nosaortornaram-se cada vez mais
frequentes e representam importante problema dke gaiblica. Agravando essa situacao, a
resisténcia microbiana aos antimicrobianos disposiestd aumentando rapidamente em
todo o mundo, sobretudo no ambiente hospitalare Hag infecgcdes causadas por bactérias
multirresistentes sdo apontadas como uma das capPés mais frequentes na geracédo do
prolongamento de internacdo, no aumento da morbjdad mortalidade e nos custos.
Cerca de 70% das bactérias de origem hospitalesapiam resisténcia a pelo menos um
dos antimicrobianos usualmente administrados; d¢osiygatdgenos de importancia clinica
apresentam resisténcia a duas ou mais classesiméerbianos.

Devido a gravidade do problema, o combate a resisténicrobiana é uma das
metas definidas pela Organizacdo Mundial de Sa@i¢S) para o século XXI. Para o
desenvolvimento de acdes de controle e prevencaesiténcia sdo necessarios esforgos
direcionados as éareas de educacao, incluindo casgmal de antimicrobianos, de pesquisa
e de estudos de vigilancia. Os programas de ugadém permitido delinear um panorama
mundial sobre o perfil da resisténcia bacteriamaotano ambiente hospitalar quanto na
comunidade. Aqueles que utilizam técnicas de bialogplecular auxiliam nos Programas
de Controle de Infecgéo ao oferecer perspectivies @anelhor conhecimento da resisténcia
aos antimicrobianos e as epidemias.

As principais bactérias multirresistentes que caugsafeccdes nosocomiais no
nosso meio incluem tanto cocos Gram-positivBsaghylococcus aureugesistentes a

meticilina eEnterococcugesistentes a vancomicina) quanto bacilos Gramative. Entre



os bacios Gram-negativos, trés sao particularnmamtsiderados problematicos, também em
nivel mundial: Acinetobacter spp e Pseudomonas aerugingsaresistentes aos
carbapenémicos e as bactérias da farkitierobacteriaceaeprodutoras de beta-lactamase
de espectro ampliado.

As espécies d&lebsiellae aEscherichia coliestdo entre as enterobactérias mais
isoladas nos laboratorios clinicos e sdo uma iraptetcausa de infecgcbes comunitarias e
nosocomiais. Como a maioria dos bacilos Gram-nemmtiospitalares, essas espécies tém
sido resistentes a mdultiplos antimicrobianos, devéd producdo de beta-lactamases de
espectro ampliado (ESBL).

As beta-lactamases representam o principal mecaninresisténcia dos bacilos
Gram-negativos a numerosa classe de antimicrohiangslamente utilizada, que constitui
0s beta-lactamicos. As beta-lactamases de espmuijpbado, pela crescente disseminacéo
entre patégenos e pelo amplo espectro de acaanasssignificativa importancia clinica e
terapéutica. As infeccOes causadas por produteeSSBL impedem o uso de todas as
penicilinas, cefalosporinas de primeira a quartagies, as combina¢cdes com os inibidores
de beta-lactamase e o0 monobactamico. Somadosrablkermas clinicos e terapéuticos,
existem aqueles de ordem laboratorial. O testeetisilslidade aos antimicrobianos de
rotina pode nao revelar os isolados produtoresdam@a ESBL e liberar um resultado
considerado “erro muito grave”, qual seja, de faksasibilidade, predizendo falha
terapéutica. E dessa maneira, esse teste perdesiaaa fungdes primordiais que séo a de
orientar na escolha mais adequada da terapia armiomna, a de monitorizar a evolucdo da
resisténcia bacteriana e a de auxiliar na implé@otale medidas efetivas que controlem a

disseminacgdo de bactérias multirresistentes.

Dados nacionais sobre a resisténcia bacterianan assmo sobre o uso de

antimicrobianos ainda s&o escassos. Todavia, comp&ntacdo, em 2004, da Rede



Nacional de Monitoramento da Resisténcia MicrobiemaServicos de Saude pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a Orgaatdo Pan-Americana da
Saude/Organizacdo Mundial da Saude, em parceria aor@oordenacao Geral de
Laboratérios de Saude Pdublica, certamente teremwms significante aumento no
conhecimento sobre o comportamento das infeccd@sioradas a assisténcia a saude no

Brasil.

Nesse contexto, no presente trabalho, as bactes@®erichia colie Klebsiellaspp
foram estudadas com o objetivo geral de contripara o conhecimento da epidemiologia
dessas bactérias, produtoras de beta-lactamaspeetre ampliado (ESBL), e os objetivos
especificos de: determinar a prevaléncia de iselaé. coli e Klebsiellaspp, produtores
de beta-lactamase de espectro ampliado, de origepithlar e comunitaria; verificar a
origem desses isolados, produtores de ESBL, quamtmaterial clinico e a unidade de
internacdo do paciente; avaliar a acuracia dogddenotipicos de deteccdo de isolados,
produtores de ESBL,; determinar os perfis de sdigabie aos antimicrobianos dos isolados,
produtores de ESBL; determinar os genes de beimlase presentes nos isolados,
produtores de ESBL; avaliar o modo de disseminaigioisolados, produtores de ESBL,
pelo estudo da similaridade genética e realizaemxy@ntos de transferéncia de resisténcia

por conjugacao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

2.1 Agentes etioldgicos de importancia clinica darhilia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriacea& composta por um grupo grande e heterogéneo de
bacilos Gram-negativos de importancia médica etifiesn que se caracterizam por serem
anaerobios facultativos, fermentadores, reduziremit@to a nitrito, ndo apresentarem
citocromo oxidase e crescerem rapidamente numadaate de meios de cultura seletivos
ou ndo. Sao bactérias ndo esporuladas, imoveigiuando moveis, dotadas de flagelos
peritriquios (Farmer, 2003; Wiret al. 2006).

Antes do advento dos antimicrobianos, da quimipiarae das medidas
imunossupressoras, as doencas infecciosas de gaiofr enterobactérias estavam
relativamente bem definidas. Entretanto, hoje ebsagrias sdo consideradas potenciais
patogenos associados a infecc¢des virtualmente eguopr topografia e correspondem a
cerca de 80% dos isolados significantes de bastdBietam-negativas em laboratorios
clinicos (Eisenstein & Zaleznik, 2000).

De acordo com a clinica, as enterobactérias podendigididas em patdégenos
intestinais primarios e patdgenos oportunistasjeeonsideradas os principais agentes de
infeccbes comunitarias do trato urinario. Estdoreermds mais importantes agentes
causadores de infec¢cOes relacionadas a assis@&rsaade, em especial as nosocomiais,
incluindo pneumonias, infec¢cdes do trato urinaiideccbes da corrente sanguinea e
infeccdo de sitio cirargico (Ronadd al. 2001).

Os membros da familiBnterobacteriaceasdo amplamente distribuidos no solo,
em vegetais, na agua e encontrados como comportEntegrobiota do trato digestorio de
animais e seres humanos. Com poucas excec¢les, pgaddmm colonizar sitios extra-
intestinais, incluindo pele e nasofaringe, espe®ate em individuos hospitalizados

(Eisenstein & Zaleznik, 2000).



A classificacdo da familigEnterobacteriaceaem sete tribos € um método
conveniente para agrupar, dentro de uma familigéogros principais que compartilham
reacdes bioquimicas e importancia diagnostica semtds. Segundo Farmetral. (1985),
até 95% de todas as enterobactérias isoladas mmsiérios clinicos saBscherichia coli
Klebsiella pneumoniae Proteus mirabilis.Mais de 99% desses isolados relacionados as
infeccbes em seres humanos pertencem a apenapéZiesse menos de 1% representam o
isolamento de novos géneros e espécies advindestddos que avaliam a similaridade
genética, como se pode observarTabela 1

Véarios géneros da famili&nterobacteriaceaeincluindo as espéciek. coli e
Klebsiellg objeto deste estudo, e de bacilos Gram-negatinés-fermentadores
(Pseudomonas aeruginosae Acinetobacter baumannii tém sido considerados
problematicos devido ao aumento nas taxas deé&msiataos antimicrobianos, em especial
guando relacionados a infec¢cdes adquiridas no amebleospitalar (Paterson & Bonomo,

2005; Slama, 2008).



Tabela 1 Tribos, géneros e espécies da fantterobacteriaceaassociadas as infeccbes

nos seres humanos.

Tribo Género Espécie
I Escherichieae Escherichia E. coli
Shigella Grupos A, B, C
S. sonnei
Il Edwardsielleae Edwardsiella E. tarda
i Salmonelleae Salmonella S. enterio@rupos I, Il, llla, 1V, V)

S.sorogrupo Typhi

v Citrobactereae Citrobacter C. freundii
C. koseri
\% Klebsielleae Klebsiella K. pneumoniae
K. oxytoca
Enterobacter E. aerogenes
E. cloacae
Hafnia H. alvei
Pantoea P. agglomerans
Serratia S. marcescens
Vi Proteeae Proteus P. vulgaris
P. mirabilis
Morganella M. morganii
Providencia P. rettgeri
P. alcalifaciens
P. stuartii
VIl Yersinieae Yersinia Y. enterocolitica
- N&o definida Buttiauxella, Cedecea, Ewingella, Kluyvera, Led@rcLeminorella,

Moellerella, Photorhabdus, Rahnella, Tatumella\

Fonte Adaptado de Winet al 2006.

2.1.1 Escherichia coli

Das cinco espécies do géndfscherichia a E. coli € a mais frequentemente
isolada em amostras clinicas humanas, tendo sstmberta em 1895 pelo pediatra aleméo
Theodore Escherich. De grande interesse cientifieve-se aos estudos Hacoli K12 (e

seus derivados) parte dos conhecimentos sobre ofistab intermediario, recombinacéo



genética, replicacdo do DNA, transcricdo do RNAjesie e exportacdo de proteinas e da
patogenicidade das bactérias. Representa um impsréagente patogénico de infeccbes
tanto adquiridas na comunidade quanto hospita(&ieenstein & Zaleznik, 2000; Campos,
et al 2005).

A E. coli faz parte da microbiota intestinal de individuoslies, causando
infeccbes extra-intestinais e intestinais (cepaarréicogénicas ndo constituintes da
microbiota), tanto em pessoas sadias como em inoum@mometidos. Ha pelo menos seis
variedades dé&. coli diarréicogénicas denominadas: (1) ETEE. coli enterotoxigénica,
(2) EHEC -E. coli enterohemorragica (0157:H7); (3) EIECE= coli enteroinvasivak.
coli enteroaderente com trés subtipos distintos: (BE&PR E. coli enteropatogénica; (5)
EaggEC -E. coli enteroagregativa e ; (6) DAECE- coli difusamente aderente (Procop &
Cockerill 11, 2004).

Embora virtualmente todos os microrganismos sejapazes de causar ITUE
coli é responsavel pela maioria das infec¢fes. As agpgmtogéncias deé. coli (UPEC)
séo selecionadas da microbiota fecal pela presenéatores de viruléncia, que aumentam a
colonizacdo das células vaginais e periuretaisxa;do ao uroepitélio e a invasdo dos
tecidos (Wilson & Henry, 2004). A. coli é o patégeno mais isolado (80 a 85%) nas
infec¢Bes do trato urinario (ITU) adquiridas na coidade (Ronalcet al. 2001) e em
menor grau (50%) a nivel hospitalar ou associado anormalidades estruturais do trato
urindrio (Stamm & Norrby, 2001). As bacteremiade@gbes respiratdrias e meningite
neonatal causadas pBr coli s&o mais frequentemente observadas em pacierdeatog
ou idosos, naqueles com doencas que comprometarspasta imunoldgica e ITUs em
pacientes hospitalizados ou institucionalizados, gamal associadas a presenca de sonda

vesical (Eisenstein & Zaleznik, 2000).



No estudo realizado pelo Programa de Vigilancia BEX (Antimicrobial
Surveillance Program)os bacilos Gram-negativos foram responséaveismnais de 53,8 %
das infeccbes hospitalares no Brasil. A coli foi a espécie Gram-negativa mais
frequentemente isolada, correspondendo a 13,8 %otdb de isolamentos, seguida por
Pseudomonas aeruginogb3,3%),Klebsiella pneumoniaé,5%),Enterobacte spp (7,9%)

e Acinetobactespp (6,7%) (Sadeat al 2001).

Em meios de cultura seletivos e diferenciaisEa coli apresenta distintas
caracteristicas coloniais, produzindo colonias aegsverdeadas com brilho metalico em
agar eosina-azul de metileno (EMB) ou colbnias dasa(lactose positivas) em agar
MacConkey. Caracteristicamente as cepak.deoli estdo associadas com as propriedades
bioquimicas de fermentacdo de lactose, producdoindel a partir do triptofano,
fermentacédo de glicose pela via de acidos mistas/gpde vermelho de metila positiva) e
Voges-Proskauer negativo. Nao produzes8 HDNase, urease ou fenilalanina desaminase e
nao utilizam citrato como fonte de carbono (Beppl.2003; Winnet al 2006).

A maioria das cepas de. coli € movel, em geral possui adesinas fimbriais, pili
sexual, toxinas e antigenos O (lipopolissacaridddflagelo) e K (capsula). Os antigenos
do grupo O mostram acentuada reacdo cruzada calasosspécies dghigellg razdo pela
gual foram agrupados na mesma tribo Escherichie@®mine mostrado néabela 1(Bopp

et al.2003; Winnet al 2006).

2.1.2Klebsiella spp

O génerdKlebsiella nome dado em homenagem ao bacteriologista alé&uh&m
Klebs em 1885, pertencente a tribo Klebsielleagjurmamente com outros géneros
(Enterobacter, Hafnia, Pantoea e SerratiaComo bactérias ubiquitarias, a Tribo

Klebsielleae é composta por géneros amplamentébdiistos na natureza, isolados no solo,



em vegetais, na agua e como colonizadores de naiemsaanimais e seres humanos. A
esse respeito, 0o génekdebsiella é semelhante a&nterobactere ao Citrobacter, mas
difere das espécies &higellae daE. coli, as quais sdo comuns em humanos, mas nao sao
ambientais (Podschun & Ullmann, 1998).

O género Klebsiella vem sofrendo profundas modificagcbes quanto a sua
taxonomia Originalmente, foi dividido em trés espécies cgpmndentes as doencas por
elas causadasK. pneumoniae (pneumonia), K. ozaenae (rinite atrofica) e K.
rhinoscleromatigrinoscleroma). O rinoscleroma e a rinite atro8é infeccbes de origem
comunitarias, cronicas e granulomatosas do tratpiregorio superior mais frequentes em
regides tropicais (Abbott, 2003).

O desenvolvimento das metodologias moleculares igardificar e classificar as
bactérias tem conduzido no caso do géndebsiella a frequentes revisbes taxondémicas
(Martinezet al. 2004). Uma das primeiras modificacdes foi a rediaagsdo das espécies
de K. ozaenaee K. rhinoscleromaticomo subespécies de pneumoniagBrenner,et al
1972). Na década de 1980, novas espécies foranritdesimncluindo K. oxytoca, K.
terrigeng K. planticolg K. ornithinolyticae K. trevisannii(Bagleyet al 1981; Izardet al.
1981; Sagasalat al 1989). Na ultima década, a estrutura filogeaédic génerdlebsiella
tem sido constantemente reanalisada. Sdo exemm@oslglimas das alteragcdes que
ocorreram: (1) ACalymmatobacterium granulomatagente etiolégico de Ulcera genital de
carater cronico e predominante em paises tropiftaisgsnomeada d&. granulomatis (2)

Um novo géneroRaoultellg foi proposto para acomodar as espébiesrnithinolyticae

K. planticola(anteriormente designadfa trevisanniie K. terrigeng; (3) Uma nova espécie
de Klebsiella foi descrita: K. variicola (mais adaptada ao ambiente e ocasionalmente
relacionada a infeccdo em humanos) e; (4) A détagéo de quatro subgrupos dentro da

espécie d&. pneumoniae@ de cincos paid. oxytoca baseados na variagdo nucleotidica de



varios genes, incluindo o sequenciamento do &gy , no caso d&. oxytoca(Podschun
& Ullmann, 1998; Brisset al 2004; Martinezt al.2004; Fevreet al 2005).

A K. pneumoniadoi o patdégeno classicamente descrito por Frietiafbacilo de
Friedlander) como causa de pneumonia lobar adquirdgdcomunidade, particularmente em
pessoas com alcoolismo crénico. Essa pneumoniaaétedzada por uma grave infeccao
piogénica e por apresentar altas taxas de mordalid€omo agente de infeccOes
comunitarias, akK. pneumoniag € um patdbgeno com potencial de ocasionar ITUs,
pneumonia, bacteremia e infec¢des supurativassfocaluindo abscesso hepatico e suas
graves complicacdes, como meningite e endoftalAlgumas manifestacdes das infeccdes
adquiridas na comunidade, especialmente pneumioageremia e abscesso hepatico, sao
geograficamente restritas. Embora a razdo dessasilade ndo tenha sido totalmente
esclarecida, estudos sdo dirigidos as caractasstie viruléncia d&. pneumoniaes a
interacdo com variaveis do hospedeiro (Eisensteffal&znik, 2000; Yelet al 2007;Yu et
al. 2007).

Entretanto, a&. pneumoniae K. oxytocasdo patdgenos muito mais relacionados
a infec¢cbes nosocomiais, causando infec¢Bes corg, Ifla corrente sanguinea, trato
respiratério baixo, intra-abdominais, trato bilianeningite neonatal e infeccdo de ferida
operatdria, em especialka pneumoniae& menos frequentement&aoxytoca(Winn et al
2006).

Como patdgenos oportunistas, atingem frequentenpaaientes nos extremos da
faixa etaria e com doencgas de base, cabete mellitusdoenga pulmonar obstrutiva
cronica ou doenca neoplésica que levam ao compimerdb da resposta imunoldgica
(Eisenstein & Zaleznik, 2000). K. pneumonia& responsavel por cerca de 5% das ITUs
comunitérias, sendo significativamente mais comumm @acientes diabéticos e

hospitalizados (Ronald & Ludwig, 2001)
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Na Europa, América Latina e do Norte,kdsbsiellaspp foram responsaveis por 7
a 10% das bacteremias adquiridas no hospital, degdados reportados, no periodo de
1997 e 2002 pelo Programa SENTRYi{imicrobial Surveillance Progran{Biedenbactlet
al. 2004). Na América Latina, segundo dados pubtisgoor Galest al (1997), akK.
pneumoniaerepresentou o terceiro patdégeno mais prevalentdrato respiratorio de
pacientes hospitalizados com pneumonia, correspoioda 12% do total de patogenos
isolados.

A espécie K. pneumoniaeesta presente nos seres humanos colonizando a
nasofaringe e o trato digestério em taxas que wadanforme o estudo. No entanto os
indices aumentam drasticamente no ambiente haapi@bresentando uma razéao direta
com o tempo de internacdo do paciente e 0 usotdaiembianos (Gupta, 2002). Em um
trabalho de revisdo, Podschun & Ullmann (1998)patraram relatos de elevadas taxas de
portadores em pacientes internados, assim disdobui77% (fezes), 19% (orofaringe) e
42% (maos), incluindo altos valores de contaminagB&omaos dos profissionais da saude.
O trato digestdrio dos pacientes e as maos dospiofial de salde representam o0s
principais reservatorios de transmissao a nivepitedar, além da contaminacéo de diversos
equipamentos médicos.

Em meios de cultura seletivos e diferenciais, cémgar MacConkey, as colbnias
de Klebsiella spp sao tipicamente grandes, brilhantes, quasereede aspecto mucéide
(presenca de céapsula) e rosadas pela fermentac8actise. Sdo imdveis, ornitina
descarboxilase negativas, utilizam citrato comdatd@ carbono e a maioria hidrolisa uréia e
produz acetoina como produto final da fermentagfglidose (reagdo de Voges-Proskauer
positivo). A producdo de indol € a prova mais zditla para separar as duas espécies
principais,K. pneumoniae indol-negativa &. oxytocaé indol-positiva, no entanto, outras

espécies, incluindo espécies do génBaoultella podem compartilhar essas mesmas

11



caracteristicas evidenciando a complexidade dantar@ do génerdllebsiella (Abbott,
2003; Winnet al 2006) Essa complexidade taxondmica torna necessaridizagdio de
testes fenotipicos, assim como genotipicos (Adted 2006).

As cepas deKlebsiella spp ndo mucoéides podem ter aparéncia semelhante a
colonias de espécies denterobacter entretanto, essas ultimas sdo moveis e possuem
ornitina descarboxilase. No entanto, foram obsewvatkpas dé&nterobacterspp cuja
mobilidade e a presenca de ornitina descarboxitasen evidenciados somente apés 24h
de incubacédo (Claeyt al. 2004). Aléem disso, e géneEmterobacterapresenta resisténcia
intrinseca a cefamicinas, ainda pouco comum eng@&neroKlebsiellaque, por outro lado,
séo resistentes a ampicilina (Abbott, 2003; Wehal 2006).

A K. pneumoniagroduz um grande numero de fatores de viruléno@yindo
adesinas fimbriais, sideroforos, antigenos O e Kapsulares. A capsula é considerada a
principal propriedade de viruléncia, sendo reparsaghelo menos 77 distintos tipos
capsulares polissacaridicos que contribuem paratag@nese através da resisténcia a
fagocitose e a acdo de fatores bactericidas nq atthm de protecdo contra dessecacao e
aderéncia (Schembet al. 2005; Roseret al. 2008). Estudos de prevaléncia de tipos
capsulares tém como objetivo verificar a viabileladle opcdo terapéutica de
imunoprofilaxia por meio de vacinas (Jene¢wl. 2006).

Como a maioria dos bacilos Gram-negativos hospésjas isolados d€ebsiella
spp podem ser multirresistentes, e eles represamt@animportante fonte de disseminacao
de resisténcia bacteriana no ambiente hospitalasa EEondicdo tem sido observada
mundialmente nos ultimos 25 anos, especialmentelasjprodutoras de beta-lactamase de
espectro ampliado que conferem resisténcia a muatdsnicrobianos beta-lactamicos

(Archibald, 2004).
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2.2 Beta-lactamases

O grupo dos antimicrobianos beta-lactamicos reamdrogas mais frequentemente
utilizadas na pratica clinica para o tratamentoindeccdes hospitalares e comunitarias.
Essas drogas cujo mecanismo de acdo apresentasedeibre a integridade da parede
celular bacteriana, interferem na sintese de psgpgiccano e consequente destruicdo da
bactéria. Pertencem a esse grande grupo quasseslae antimicrobianos: as penicilinas,
as cefalosporinas, os monobactamicos e os carbapm® conforme mostrado Aabela

2 (Tavares, 2002).

Paralelamente a disponibilizacdo de novas classemgédntes antimicrobianos que
ocorreu por muitos anos, mas que atualmente vermuimdo drasticamente, o ritmo do
desenvolvimento de resisténcia em patdégenos alivenée importantes tem crescido de
forma inexoravel, tanto em Gram-positivos como Gragativos. Esse crescimento
representa um constante desafio terapéutico enosemmndiais (Rossi & Andreazzi, 2005;
Sader, 2005).

Pesquisas sobre o0 assunto apontam quatro mecantEm@sisténcia bacteriana
aos beta-lactamicos: (1) alteracdo do sitio de aghA@ntimicrobiano ou das proteinas
ligadoras de penicilina (PBPs); (2) Alteracao dar@abilidade da membrana externa; (3)
Efluxo ativo e; (4) Inativacdo enzimética principainte mediante a producdo de beta-
lactamases (McManus, 1997; Depardigtual. 2007).

Ao se ligarem as PBPs, os antimicrobianos betasacbs inibem as enzimas
envolvidas nas etapas finais da constituicdo erdmja da parede celular das bactérias em
multiplicacdo. Isso leva a formagédo de um peptideago imaturo e, como consequéncia,
ocorre a lise bacteriana. No entanto, se essefgitalterado, a droga ndo podera efetivar a
ligacdo e tornar-se-a ineficiente contra a bacté&sae representa o principal mecanismo de

resisténcia em cocos Gram-positivos (génerStaphylococcus, Streptococcus
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Enterococcuse em algumas bactérias Gram-negativas fastididpszisseria gonorrhoege

(Sanders & Sanders, 1992; Depardital. 2007).
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Tabela 2: Antimicrobianos beta-lactamicos

Classe de beta-lactamico

Subclasse Discriminacdo do agente

Data
aproximada uso
clinico

Penicilinas naturais Benzilpenicilina (Penicilina G) 1943
Fenoximetilpenicilina (Penicilina V) 1948
Aminopenicilinas Ampicilina 1961
Penicilinas de 22 geracdo Amoxacilina 1970

Penicilinas de largo
espectro Carboxipenicilinas Carbenicilina 1967
Penicilinas de 32 geragéo Ticarcilina 1970
Ureidopenicilinas Azlocilina 1976
Penicilinas de 4° geracdo Piperacilina 1976
Mezlocilina 1977

Penicilinas semi-sintética

Penicilinas estaveis

Oxacilina, meticilina, nafcilina, cloxacilina, datacilina

1% anos 1960

Penicilinas associadas a
inibidores de beta-

Ticarcilina/ac.clavulanico Amoxacilina/ac.clavulanico

Piperacilina/tazobactam Ampicilina/sulbactam

1% anos 1980

lactamases
12 geracéo Cefazolina 1% anos 1960
Cefalotina
Cefapirina
Cefadroxil
5 Cefomandol
22 ! 1972
geracao Cefuroxima 1975
Cefaclor 1975
Cefonicida 1978
Cefalosporinas
Cefamicinas Cefoxitina 1972
Cefotetan 1980
Cefotaxima 1981
5 Cefoperazona 1979
3a
gerasan Ceftriaxona 1980
Ceftazidima 1982
Cefpodoxima 1986
42 geragao Cefpiroma 1983
Cefepime 1984
Monobactamico Aztreonam 1981
Carbapenémicos Imipenem 1979
Meropenem 1987
Ertapenem 1996

Fonte: Adaptado de Rossi & Andreazzi (2005); Tavare9220
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A alteracdo da permeabilidade da membrana extemstitui um mecanismo de
resisténcia nas bactérias Gram-negativas que ocqoiedo ha perda ou alteracdo das
proteinas de membrana ou porinas, modificando asagdenetracdo e consequentemente a
acdo dos beta-lactamicos. Esse mecanismo via poenaestrito as bactérias Gram-
negativas, devido a inexisténcia de membrana exteas Gram-positivas. Os compostos
beta-lactamicos passam facilmente pela camada ptdipglicano nas células Gram-
positivas, enquanto que, nas Gram-negativas saéspweaados para o interior da célula
principalmente através das porinas (Wetral. 2006). Esse mecanismo tem sido descrito
emPseudomonas aerugingsaas também entre membros da fanklderobacteriaceae

A propriedade de expulsar ativamente os antimiaruis para fora da célula
diminuindo, assim a sua concentracao intraceltdan, sido observada em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Podem levar a resist@noma variedade de antimicrobianos,
incluindo beta-lactamicos. A resisténcia aos cabéamicos em Gram-negativos, em
particular, pode ser devido a bomba de efluxodag&o da permeabilidade e a sintese de
beta-lactamases (Depardietial. 2007; Rahal, 2008).

O principal mecanismo de resisténcia das bactdbiesn-negativas aos beta-
lactamicos é decorrente da producdo de beta-lasem@.ivermore, 1995; McManus,
1997). As beta-lactamases sdo enzimas que catadisaidrélise do anel beta-lactamico,
impossibilitando, desta maneira, a sua atividaden&robiana através de dois possiveis
mecanismos de agdo: (1) aquele que utiliza o zomwmo co-fator para a atividade
enzimatica e, (2) aquele que atua via éster dassefioucas beta-lactamases possuem o
primeiro tipo de mecanismo, e sdo chamadas de oratsh-lactamases (classe B de
Ambler). A maioria apresenta a via serina como cansmo de agao (classes A, C e D de
Ambler). Nesse caso, 0 anel beta-lactamico é dtapala hidroxila livre da cadeia lateral

do residuo de serina localizado no sitio ativordanea, produzindo um éster acil covalente,
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gue sofre uma hidrodlise e libera a enzima ativahedoolizado, que € a droga inativada

(Figura 1) (Waley, 1987).

I antimicrobiano

beta-lactamase of beta-lactamico
Ligacao
Complexo nao
covalents |
/—N
OH - ~
.— ° Acilacio
Complexo !
enzima — acil | anel beta-lactamico
o o )
H.0 .
20 Hidrdlise

‘J . L NI H
HO (o)
._0" A antimicrobiano

beta-lactamico

betalactamase Inativo

Figura 1:Mecanismo de acdo da serina de uma beta-lactdivadey, 1987).

Vérios fatores podem ser determinantes para quebat@alactamase confira resisténcia a
um antimicrobiano beta-lactamico. Entre eles esfd@d:a localizacdo celular da beta-
lactamase; (2) a taxa de hidrélise da enzima, dkpeae da concentracdo da droga e da
velocidade com que o antimicrobiano penetra pelalon@na externa das Gram-negativas;
(3) a afinidade do beta-lactamico pela beta-lactan@d) o tipo de beta-lactamase e; (5) as
condicdes fisico-quimicas laboratoriais (pH, cotra@des de Zn e CP(Livermore, 1991,
Sanders & Sanders, 1992; Livermore, 1995; Medeir©37).

Nas bactérias Gram-positivas, as beta-lactamasesseéretadas para 0 meio
extracelular, diluindo-se no meio. J& nas bacté&asn-negativas as beta-lactamases por
estarem localizadas no espaco periplasmatico ded@acelular, podem alcancar altas

concentracdes e maior eficacia, e por essa razagesentam o principal mecanismo de
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resisténcia das bactérias Gram-negativas aos arinminos beta-lactamicos (Livermore,
1995; McManus, 1997).

Os genes que codificam as beta-lactamases, vagamnatdo com a localizacao, o
modo de expressao e o tipo de transferéncia. AiZacao desses genes pode ser no DNA
cromossOmico, ou no extracromossdmico bacterian®. bAta-lactamases podem ser
constitutivas quando produzidas independentemeat@rdsenca do antimicrobiano ou
induziveis quando determinados agentes antimianobigstimulam, inclusive em graus
variaveis, a producao da enzima pela bactéria (invee, 1991; Livermore, 1995).

Nas beta-lactamases mediadas por elementos extragsOmicos, 0s genes podem
estar em elementos moveis como plasmidios que edcemlicacdo independente do
cromossomo ou podem estar em transposons que gd@erges de DNA que se movem
pelo genoma. Esses transposons podem conter ingego elementos que capturam e
mobilizam genes contidos em cassetes. Os plasmptidem conter informacdes que
confirem vantagens seletivas a bactérira (plasmidinulentos), bem como resisténcia a
muitos agentes antimicrobianos (plasmidios ou éatoR = resisténcia) ou confirem
habilidade de dirigir a sua transferéncia de unh@da@ara outra (plasmidios conjugativos)
(Coqueet al.2002; Padilha & Costa, 2004).

Os genes de localizagdo extracromossomal podetnassiferidos horizontalmente
entre as diferentes espécies de bactérias, e ftess® determinados fenétipos resistentes
ou multirresistentes sao capazes de se expandilarapnte. Esse é um dos motivos pelo
guais as beta-lactamases mediadas por plasmidiramsposons representam um problema
clinico (Nijsseret al.2005).

O mecanismo mais comum pelo qual ocarteansferéncia génica nas bactérias
Gram-negativas é a conjugacdo que ocorre pelotoofisgco entre duas células realizado

pela pili sexual. A bactéria doadora é portadoraimeplasmidio conjugativo F (fator de
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fertilidade) o qual possui genes que codificamlpsgixual. Esses genes podem, também,
efetuar a transferéncia de outros plasmidios napgativos corresidentes na mesma
célula, assim como, sédo capazes de integrar-seon@ossomo, 0 que tornaria possivel a
mobilizacdo do cromossomo bacteriano durante aigaggo (Padilha & Costa, 2004).

Outros mecanismos de transferéncia genética ineeramn Gram-negativos séo a
transducdo e a transformacdo. A primeira se caiza&tgpor uma troca geneética via
bacteriéfago e a segunda por transferéncia diretNA livre entre espécies compativeis
(Padilha & Costa, 2004).

Considerando que as beta-lactamases represent@nn@pal mecanismo de
resisténcia dos bacilos Gram-negativos aos antimi@nos beta-lactamicos, diversas
nomenclaturas foram utilizadas ao longo dos anea pamea-las. Essa diversidade na

nomenclatura, em parte, dificultou a sistematizalgiseu estudo.

2.2.1 Nomenclatura das beta-lactamases

Inicialmente as beta-lactamases foram nomeadasdega cepa de origem ou
plasmidio, entretanto, a partir da década de 183@,a aplicacdo da técnica de focalizagcédo
isoelétrica, um grande numero de beta-lactamasasifdescobertas, surgindo, assim, uma
diversidade de formas de nomeé-las. Como se posknaly, nalabela 3 existem beta-
lactamases denominadas segundo a preferéncia digasopas propriedades bioquimicas,
as peculiaridades na sequéncia, a localidade oe Wonmospital cuja bactéria foi isolada, a
localizagdo do gene no cromossomo, a cepa ou 0 dorpaciente de origem, incluindo o

nome do investigador (Bush & Jacoby, 1997; JacBb96; http://www.lahey.org/studies).
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Tabela 3 Origem dos nomes de algumas beta-lactamases

Beta- Origem Beta- Origem
lactamase lactamase
ACT AmpCtype Mbl Metallo4-lactamase
BES Brasil extended gectrum MIR Descoberta no Hospital Mam
CAZ Ativa contraceftazdime Nme, NMC  Not netalloenzymearbapenemase
CcrA Cefoxitin e @arbapenemesistant | OXA Ativa contra oxecilin
CTX Ativa contracefotaxime PER Pseudomonasxéended esistante
também as iniciais dos investigadores
Patrice, Esthel e Rger
CTX-M Ativa contra cefotaximeprimeiro | PSE Pseudomonagpgcific eaizyme
isolamento emMunique
GES _Guianaextended gectrum SHV SQulfhydryl reagent ariable
IMP Ativa contraimipenem Sme, SME  Serratia marcescensmzyme
IRT Inhibitor resistant EM g- TEM Tenoneira (nome da paciente)
lactamase
K1, De Klebsiella_oxyoca Toho De Toho University School of Medicine
KOXY
KPC K. pneumoniae arbapenemase VEB Vietnamextended-spectrugp-lactamase
L-1, L1 Labile enzymee S. maltophilia VIM Veronaintegron-encoded etallo- j-

lactamase

Fonte adaptado de Jacoby, 2006.

SO recentemente letras e ndo mais numeros de t@pasido consistentemente

utilizados. Com o tempo, algumas beta-lactamasaebém se tornaram familias com um

numero maior ou menor de enzimas relacionadas. ptareas foram dados mais de um

nome ou nomes provisorios até a realizacdo de seguento e alguns nomes perderam a

I6gica, entretanto continuam sendo usados. Aslaetamases plasmidio-mediadas foram

designadas com letras mailsculas, enquanto que goa®signacdo das cromosdmico-

mediadas foi definida a utilizacdo da primeiradetmailscula, embora esta distincdo nao

seja mais mantida (Jacoby, 2006; http://www.lahgystudies).
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2.2.2 Classificacdo das beta-lactamases

Da mesma forma que a nomenclatura, a classificdgdadbeta-lactamases segue
uma variedade de aspectos em funcdo da grandesidade de enzimas existentes. Varios
esquemas de classificacdo foram propostos baseexdosnais variados aspectos. Entre
esses aspectos, pode-se citar: (1) o substratacd@ie; (2) a inibicdo por diferentes
substancias e (3) a origem genética; ou seja, uasaificacdo baseada nas propriedades
funcionais. Posteriormente, com o advento do segaeento, foi proposta uma
classificacdo molecular baseada: (1) na sequéercainoacidos; (2) no peso molecular e
na (3) mobilidade eletroforética (Richmond & Syk&873; Ambler, 1980; Bustet al
1995; Queenan & Bush, 2007).

A primeira classificacdo fenotipica, amplamentatacéoi proposta por Richmond
& Sykes (1973) que dividiram as beta-lactamasesgampos de acordo com o perfil do
substrato enzimatico. Na década de 1980, surgiraassificacdo molecular de Ambler
(1980) baseada na sequéncia de aminoacidos, agnu@en beta-lactamases em quatro
classes (A, B, C e D) e a classificagdo funciomaBdsh (1989). A classificacdo de Bush
foi a primeira a relacionar o substrato preferdrejaropriedades inibitérias com a estrutura
molecular da enzima, classificando-as em quatrpag(l, 2, 3 e 4).

As classificagdes mais utilizadas sao a de Amhl@8@) e a de Busét al (1995),
a qual representa uma modificagcdo da anterior gtappor Bush, pela introducdo dos
subgrupos 2be, 2br e 2f. Devido ao aumento do rumerbeta-lactamases derivadas dos
tipos TEM e SHV, as beta-lactamases de espectrdiaatopforam classificadas no
subgrupo 2be, recebendo a letra “e” para desigmaregsas enzimas possuiam espectro de
atividade ampliado. J4 as beta-lactamases, tamletivadas dos tipos TEM e SHV e

fracamente inibidas pelo acido clavulanico, foralassificadas no subgrupo 2br. Um
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terceiro grupo de enzimas, 2f, foi adicionado eluinc aguelas que hidrolisam os
carbapenémicos e séo fracamente inibidas pelo étadolanico.

Como resultado da relativa facilidade em obterrmfi;6es com base na estrutura
molecular, novas beta-lactamases s&do rapidamergeolzbrtas, em contraste com as
pesquisas iniciais cujas enzimas eram classificascipalmente com base nas
caracteristicas bioguimicas ou funcionais. Mui@s enzimas hoje conhecidas pertencem a
familias com graus de relacionamento e semelharigasionais. Em termos de
epidemiologia e do efeito do uso de antimicrobiaeas longo prazo, a identificacdo
molecular das beta-lactamases desempenha impopamée Entretanto, o impacto clinico
das beta-lactamases esta relacionado a uma cor@binigcfatores que diz respeito, em
especial, as propriedades funcionais e ndo tantstisturais, assumindo importancia a
especificidade de hidrélise e o nivel de expresgsaatividade enzimatica, bem como outros
fatores proprios de cada bactéria (Bush, 2001).

As principais caracteristicas funcionais e estaitudas beta-lactamases estdo
representadas de modo simplificado Trebela 4 onde se pode observar que em cincos
anos (1995 a 2000) houve um significante aumentoumaeero total de beta-lactamases (de
188 para 340). Considerando os dias atuais, esseratainda € mais alto, chegando a
aproximadamente 670 beta-lactamases (http://wweylahg/studies/, acesso em dezembro
de 2008). Segundo Bush (2001), entre os anos d& &92000, cinco grupos de beta-
lactamases (1, 2be, 2br, 2d e 3) dos onze ja aiste aumentaram em pelo menos 50%,
sendo que, pelo menos trés diferentes gruposativeum significante aumento na
prevaléncia mundial: as cefalosporinases do grupecidnal 1 plasmidio codificadas, as
metalo-beta-lactamases do grupo 3 e as beta-lastanda espectro ampliado do grupo 2be,

as quais representam o maior grupo dentre as detariases.

22



As beta-lactamases do tipo AmpC, do grupo 1 dasifieacdo de Buslet al
(1995) ou na classe C de Ambler (1980), sdo enzmeiadas por genes cromossomais,
praticamente ubiquas entre os bacilos Gram-nega(iv@ioria das bactérias da familia
Enterobacteriaceaee em Pseudomonas aerugingsaApresentam graus variaveis de
expressao entre espécies bacterianas, sao ressstennibicdo pelo acido clavulanico e
sulbactam e podem ser induzidas por beta-lactami€ssas enzimas podem conferir
resisténcia a quase todos os beta-lactamicos,nddwas penicilinas de amplo espectro, as
cefamicinas, as cefalosporinas de terceira geracaopmbinacdes com inibidores de beta-
lactamicos e aos monobactamicos, exceto aos car®apEs e as cefalosporinas de quarta
geracao (Sanders & Sanders, 1988; Livermore, 1995).

O gene para a producao desta beta-lactamase r@malmente expresso quando
esta sob o controle negativo de um repressor. 1@&ipal mecanismo de desrepressao € a

exposicao da bactéria a um indutor enzimatico gualimente é o préprio beta-lactamico.
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Tabela 4: Classificagéo funcional e molecular das beta-taates

Q® g o8 _ . . n° estimado de enzimas
g. 5 % @ § Principais caracteristicas Exemplos de enzimas representativas
GES O 8 38 8
= 0 S o ) o
— N N
1 C Em geral enzimas cromossdmicas (constitutuasduziveis) de bactérias Gram-
negativas. No entanto, podem ser plasmidio-medi@iat¥erem resisténcia a
A . Amp-C, MIR-1 32 51
todas as classes de beta-lactamicos, exceto cafajpes (a menos quando
associado a alteracéo de porinas). N&o inibidasgmtio clavulanico.
2 A, A maioria das enzimas € inibida pelo acido claviclén 136 256
D
2a A Penicilinases de bactérias Gram-positivasfé@em resisténcia a penicilinas. Enzimas@phylococcus e Enterococcus 20 23
2b A  Beta-lactamases de amplo espectro, princgratende bactérias Gram-negativas. TEM-1, TEM-2y8H 16 16
2be A  Beta-lactamases de espectro ampliado. Ganfegsisténcia as cefalosporinas de 3aTEM-3 a TEM-160 , SHV-2 a SHV-101 , 36 119
geracdo e ao monobactamico. K1 Klebsiella oxytocaCTX-M
2br A  Beta-lactamases TEM e uma beta-lactamase ri@dvcontida pelos inibidores de TEM-30 a TEM-36, IRT 9 24
beta-lactamase.
2c A Enzimas que hidrolisam carbenicilina. PSE-1. PSE-3, PSE-4 15 19
2d D Enzimas que hidrolisam cloxacilina—(oxacjlislpderadamente inibidas pelo acido OXA-1 a OXA-11, PSE-2 18 31
clavulanico.
2e A  Cefalosporinases inibidas pelo acido clavatéin Enzimas induzivies d&. vulgaris 19 20
2f A Enzimas que hidrolisam carbapenémicos coim afivo serina e inibidas pelo acido NMC-A Enterobacter cloacgeSme-1 3 4
clavulanico. Serratia marcescen&PC-1 e KPC-X.
pneumoniagGES-2Pseudomonas
aeruginosa
3 3a, B Metalo-beta-lactamases que conferem resisténsi@abapenémicos e as demais L1 Stenotrophomonas maltophili€crA 13 24
3b, classes de beta-lactamicos, exceto monobactamibidds pelo EDTA , mas Bacteroides fragilisgrupos IMP e VIM
3c ndo pelo acido clavulanico.
4 ?*  Enzimas ndo sequenciadas e n&o classificadas. 7 9
Total de beta-lactamases 188 034 670°

Tabela adaptada de Bushal. 1995; Bush, 2001; Shat al.2004; Pereet al.2007;*EDTA: &c.etilenodiaminotetracétichbndo determinadvalor obtido em
http://iwww.lahey.org/studies/
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Na auséncia de um indutor, a sintese pode voltaixs niveis ou permanecer
elevada, desde que ocorram duas mutacdes ponin@saumentando a eficiéncia do gene
promotor e outra inativando o gene repressor, ldaddo, que a bactéria passara a produzir
grandes quantidades de AmpC de forma constitutivaseja, sem mais a necessidade do
indutor (Lindberg & Normark, 1986; Livermore, 199jnes, 1998).

Embora praticamente todas as espécies de bacilam-@ggativos produzam
AmpC, muitas comoEscherichia coliproduzem apenas pequenas quantidades de enzima,
gue ndo sao suficientes para levar a resisténaiafaksporinas de terceira geracdo e néo
sofrem inducéo, devido a falta do sistema de inolegénpleto. Por outro lado, espécies de
Klebsiellae Proteus mirabilisndo produzem AmpC devido a auséncia do gene (Hatoré
al. 1986; Thompson, 2001). Porém outras espécies, cOittobacter, Enterobacter
Serratia e Providencia (conhecidas como sendo do grupo CESP) Psaudomonas
aeruginosapodem ser induzidas a produzir grandes quantidddesnzima, tornando-se
resistentes as cefalosporinas de segunda e tegeeargdes (Jones, 1998; Saeteal 2001).

Dessa maneira, um dos principais problemas quenpa#r causados por esse
grupo de enzimas € a ocorréncia de falha terapéetit pacientes infectados com isolados
inicialmente suscetiveis que apds o tratament@iorse resistentes. Essa resisténcia ocorre
especialmente em infec¢cdes com alto indculo bartericomo em abscessos, pneumonia e
sepse, onde a possibilidade de ocorrer mutantespiigsidos espontaneos pode ser mais
elevada (Medeiros, 1997; Livermore, 1995).

Beta-lactamases plasmidiais desse grupo 1 ja fadentificadas, mas séo ainda
relativamente incomuns. Estas em geral derivam eoe dlasmp,c cromossomal de
Citrobacter freundij Enterobacter cloacaee Pseudomonas aeruginas&m espécies
bacterianas comé&. coli, Klebsiella spp eProteus mirabilisque ndo apresentam a beta-

lactamase AmpC cromossomal induzivel, a falta d@ci&io da atividade de cefamicinas
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pelo acido clavulanico pode ser uma evidéncia étdida presenca de uma AmpC mediada
por plasmidio. No entanto, outros mecanismos pogirduzir um fendtipo de resisténcia
semelhante, como a perda de porinas na membraaa&xda bactéria (Thompson, 2001;
Philipponet al 2002; Odelet al.2002; Alvarezt al.2004).

O segundo grupo de beta-lactamases de relevariniaacdiz respeito as beta-
lactamases capazes de degradar carbapenémicosedercpm a dois grupos distintos:
grupos 2 e 3 da classificacdo de Buthal (1995) e classe A e B da classificacdo de
Ambler (1980), respectivamente.

As do grupo 2 sao codificadas por genes cromosspmancontradas
principalmente enEnterobacte spp eSerratia marcescens fracamente inibidas pelo acido
clavulanico. No grupo 3, encontram-se as metala-laetamases que s&do enzimas
cromossOmicas ou plasmidiais capazes de degrag@cgmente todos os beta-lactamicos,
exceto os monobactamicos, nédo sendo inibidas pédo &lavulanico ou tazobactam, mas
pelo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e acidmercaptopropidnico. As enzimas do
grupo 3 tém sido descritas em amostrasStenotrophomonas maltophiliBurkholderia
cepacia Aeromonasspp, Serratia marcescenskK. pneumoniae Acinetobacterspp e

Pseudomonas aeruginoé@endeet al. 1996; Kohet al. 1999; Queenan & Bush, 2007).

2.2.3 Beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL)

2.2.3.1 Definigéo de ESBL

O desenvolvimento das penicilinas de largo espeetrdas cefalosporinas de
primeira geracdo na década de 1960 rapidamensedoiido pela emergéncia de resisténcia
mediada por beta-lactamases e o reconhecimentaidiesnipos de beta-lactamases. Nesta
época, surgiram as primeiras classificacbes baseadwn propriedades funcionais, que

incluiam a atividade contra cefaloridina e benzlpéina, por isso as beta-lactamases
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foram denominadas de cefalosporinases, peniciknasede largo espectro, quando ambos
0s substratos eram hidrolisados (Flemmatgal 1963; Rickmond & Sykes, 1973). Entre as
enzimas de largo espectro estavam as TEM-1, TEMSH¥-1 pertencentes ao grupo
funcional 2b e classe molecular A, as quais rapéfden tornaram-se as principais
responsaveis pela resisténcia as penicilinas de Espectro e as cefalosporinas de espectro
reduzido. Na década de 1970, a beta-lactamase TEMdntrava-se presente em 30 a 50%
dos isolados dé&scherichia colie outros membros da familinterobacteriacegeassim
como enmHaemophilus influenzaeNeisseria gonorrhoea@latthew, 1979).

A disseminacdo das enzimas plasmidio-mediadas TENEM-2 e SHV-1
precipitaram o inicio da pesquisa dos antimicraisabeta-lactamicos estaveis a beta-
lactamases, a partir da segunda metade da décd®@¥de culminaram na descoberta, em
diferentes anos, das cefamicinas, das cefalospodeaterceira e quarta geracdes, dos
monobactamicos e dos carbapenémicos. Por razdegngeniéncia, custo e beneficio, as
cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, emcieabpa cefuroxima, a cefotaxima, a
ceftriaxona, a ceftazidima e a cefepima tornaramrsgas amplamente utilizadas, passando
a ser consideradas tratamento padrdo para pnewsnami@ccoes intra-abdominais e do
trato urinario em muitos hospitais do mundo (Pate& Bonomo, 2005; Livermore, 2008).

Entretanto, o uso das cefalosporinas de tercenacgo, introduzidas no inicio dos
anos de 1980, exerceu uma forte pressado seleémdpsdescrita, em 1983, na Alemanha,
uma cepa d&lebsiella pneumoniae deSerratia marcescensom a beta-lactamase SHV-2,
uma mutante de SHV-1, capaz de hidrolisar essessnoempostos (Knothet al1983).
Posteriormente, na Franca, foi relatada uma sége dderentes cefotaximases e
ceftazidimases, identificadas como mutantes de €E3HYV (Sirotet al. 1987).

A ampliacdo do espectro de agédo deu origem ao tbatalactamases de espectro

ampliado Extended-Bectrumg-Lactamase- ESBL,inicialmenteextended-broad-spectrum
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S-lactamase que foram classificadas por Bushal (1995) no grupo funcional 2be. O
termo foi baseado no fato dessas enzimas teremiaamlopb espectro de atividade
comparado com as classicas enzimas TEM e SHV dm laspectro que eram suas
ancestrais, serem capazes de hidrolisar cefalogisode terceira geracdo 10% a mais do
gue hidrolisam as benzilpenicilinas, aléem de sengifvidas por compostos como acido
clavulanico. Na classe 2be também foi acomodad&ta-lactamase cromossomica K1
(KOXY) da Klebsiella oxytocaque possui uma atividade mais ampla em relacao\&1SH
Cerca de 20% da¥. oxytoca mutantes, hiperproduzem essa beta-lactamase e sao
resistentes a todas as penicilinas, a cefotaximaftaaxona, a cefuroxima e ao aztreonam,

exceto aos carbapenémicos, as cefamicinas @&ushl1995; Rossi & Andreazzi, 2005).

As ESBL surgiram de mutacdes pontuais ocorridasgeogs estruturais, 0s quais
codificam as beta-lactamases TEM-1, TEM-2 e SHM¥l lecais proximos a seus sitios
ativos. Causam, assim, alteracOes suficientes gaéseia de aminoacidos capazes de

produzir novas enzimas com novos substratos prefiaie (Du Boiset al 1995).

Em geral, as ESBL sdo enzimas que hidrolisam perasj cefalosporinas de
primeira, segunda, terceira e quarta geracoes enolmactamico aztreonam. No entanto nao
atuam em cefamicinas e carbapenémicos. Em contessEESBL sao inibidas por inibidores
de beta-lactamases comercialmente disponiveisiimld o acido clavulanico, o tazobactam

e o sulbactam (Perez al.2007).

A medida que novas beta-lactamases foram sendogadas, a definicio original
do termo ESBL foi estendida para incluir: (1) aqseénzimas com espectro similar aos
mutantes TEM e SHV, derivadas de outras fontes,ocomtipos CTX-M, PER, VEB e
GES; (2) mutantes TEM e SHV com atividade ESBirderling ou seja, aumento de
atividade contra cefalosporinas de terceira gerdd®® a menos do que hidrolisam as
benzilpenicilinas, como a enzima TEM-12; e (3) aarbeta-lactamases que conferem uma
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resisténcia ampliada em relacdo aos seus tipostpareentretanto, ndo se enquadram na
definicdo do grupo 2be, como as derivadas de OXAldsse molecular D e mutantes
AmpC com atividade aumentada contra cefepima dsselanolecular C detectada em

isolados clinicos d8erratiae Enterobacter(Livermore, 2008).

O termo ESBL foi criado quando relativamente poubata-lactamases eram
conhecidas e, naquele momento, serviu bem parautentas TEM e SHV, pois tinham
altas taxas de hidrélise para cefalosporinas deeitar geracdo e um espectro de acao
ampliado comparado com o0s seus tipos parentaiglrA&nte uma definicdo de ESBL que
ainda serviria, embora ndo exista um consenso sobefinicdo precisa de ESBL, seria de
uma beta-lactamase geralmente adquirida, a quahp&zcde conferir resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo, mas ndo abaparémicos ou que tenha habilidade
aumentada de hidrdlise comparada aos seus ansesfissicos (Paterson & Bonomo, 2005;

Livermore, 2008).

Segundo Livermore (2008), pareceria melhor queradeESBL continuasse com a
ampla e moderna definicdo, mas deveria ser sengprapmnhado da mencao da classe de
ESBL, ou seja, ESBL TEM, ESBL OXA, ESBL CTX-M ou A@ de espectro ampliado.
Deve ser salientado que a grande maioria das E8Btgntradas em isolados clinicos,
pertencem as familias TEM, SHV e CTX-M, permaneoeamos 0s tipos que complicam a

classificagdo como as OXA, GES e AmpC de espeatmiado (Livermore, 2008).
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2.2.3.2. Diversidade das ESBL

2.2.3.2.1. Grupo SHV

A enzima SHV-1, uma beta-lactamase ndo ESBL, éndramta na maioria das
Klebsiella pneumoniagomo uma beta-lactamase cromossémica constitatvderindo
resisténcia a ampicilina, a amoxacilina e as capamxcilinas. No entanto, € comumente
uma enzima plasmidio-mediada que pode ocorrer @masoenterobactérias, conferindo
resisténcia as carboxipenicilinas e num nivel dist@&cia menor as ureidopenicilinas e
cefalosporinas de primeira geracéo, conservan@msilslidade as cefalosporinas de amplo
espectro, as cefamicinas, aos monobactamicos eaalbapanémicos (Rossi & Andreazzi,
2005).

A primeira enzima SHV com fendtipo de ESBL, a SHVf@ identificada em
1983, em isolados d€. pneumonia@ Serratia marcescense diferenciava da SHV-1 pela
substituicdo de uma glicina por serina na posig& 2Atualmente ha mais de 90 variantes
da SHV-1, a maioria com fenétipo ESBL, sendo enealais também em outras espécies da
familia Enterobactericaeaeassim como enPseudomonas aeruginogsaAcinetobacterspp
(Knothe et al. 1983; Paterson & Bonomo, 2005; http://www.lahey/studies, acesso em

dezembro de 2008).

2.2.3.2.2. Grupo TEM

A presenca da enzima TEM-1 foi relatada em 1965Eemoli. Essa enzima é
muito comum entre as bactérias Gram-negativasysivd em outros membros da familia
Enterobacteriacegeem Haemophilus influenzae em Neisseria gonorrhoeaéVatthew,
1979). A TEM-1 é uma beta-lactamase plasmidio-naiediaujo alvo primario de atividade
€ 0 grupo das penicilinas, por isso é considerau penicilinase. Apresenta alta afinidade

por carboxipenicilinas, ampicilina e amoxacilindb&xa afinidade por cefalosporinas de
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primeira geracdo. Mais de 90% da resisténcig.dmlia ampicilina deve-se a sua presenca.
A beta-lactamase SHV-1 compatrtilha 68% dos aminle&ccom a TEM-1 (Bradford, 2001,
Paterson & Bonomo, 2005).

Ja a beta-lactamase TEM-2, primeira derivada da -IEMpesar de ter sofrido
substituicdo de um aminoacido, ndo sofreu modifieagno seu perfil hidrolitico, mesmo
com a alteracdo em seu ponto isoelétrico de 54 p&. A TEM-13 também apresenta
perfil de substrato semelhante a TEM-1, ndo sepddanto uma ESBL (Paterson &
Bonomo, 2005).

Em 1987, foi relatado, em isolados Heebsiella pneumoniaea beta-lactamase
TEM-3, diferente da TEM-2 por substituicdo de daminoacidos e com expressado do
fendtipo de ESBL. Entretanto, a primeira ESBL ¢ fTEM foi relatada, em 1982, em um
isolado deK. oxytoca,responsavel por um surto ocorrido em uma unidamatal na
Inglaterra, apds tratamento com ceftazidima. Piosteente foi catalogada como a ESBL
TEM-12 (Du Boiset al 1995).

Mais de 150 derivadas TEM foram descritas, algumaks resistentes aos
inibidores de beta-lactamases mas, a grande maaprasenta fenétipo ESBL e pontos
isoelétricos que variam de 5,2 a 6,5 (Bradford, 120Paterson & Bonomo, 2005;
http://www.lahey.org/studies, acesso em dezembiz008).

As TEM beta-lactamases, resistentes a inibidoresbela-lactamases, foram
descobertas nos anos de 1990, em alguns paisesurdpaE(Chaibiet al. 1999).
Inicialmente, foram designadas de IRT e posteriotmeenomeadas com a designacao
TEM numérica. Sao conhecidas pelo menos 22 distibeta-lactamases resistentes a
inibidores de beta-lactamases (http://www.laheystuglies, acesso em dezembro de 2008).

Essas enzimas tém sido encontradas, principalmenteisolados clinicos dE.

coli, mas também ocorrem eKlebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Proteus mirabi
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Citrobacter freundii(Lemozyet al. 1995; Bretet al. 1996). Caracteristicamente, bactérias
produtoras de beta-lactamases desse tipo resist@ongbinacdes de beta-lactamicos com
acido clavulanico e sulbactam. No entanto, permanesuscetiveis a tazobactam, e, por

isso a combinacao de piperacilina-tazobactam (Ckadd. 1999).

2.2.3.2.3. Grupo CTX-M

Vérias ESBL que ndo-TEM e ndo-SHV tém sido repasadparecendo a familia
CTX-M como o tipo mais numeroso, com mais de 70awmées enzimaticos reunidos em
cinco grupos filogenéticos. Esses grupos sao chasrdel CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,

CTX-M-9 e CTX-M25 (http://www.lahey.org/studiesicesso em dezembro de 2008). A

primeira dessas enzimas foi detectada em 1989, lamakhha, emEscherichia colie
designada de CTX-M 1. Trata-se de um grupo de eawimmuito heterogéneo que
compartilha menos de 40% de identidade com os fif& e SHV, os quais tenham
provavelmente evoluido de beta-lactamases cromasa®mde diferentes espécies
ambientais d&luyverada familiaEnterobacteriaceaéBonnet, 2004).

Uma vez mobilizado, o gerndacrx-m, pode ser localizado em muitos elementos,
estando na maioria das vezes, em grandes plasmiditisresistentes. Assim, pode ocorrer
em bactérias produtoras de ESBL CTX-M resisterdeasaociacdes de beta-lactamicos com
inibidores de beta-lactamases. Essa resisténcracoem funcao da produgcéo concomitante
de penicilinases resistentes aos inibidores caedifis pelo genélaoxa1 que, algumas
vezes, estdo presentes no mesmo plasmidio ddigsrew (Livermoreet al.2007).

As CTX-M beta-lactamases caracterizam-se por hgn@m mais efetivamente a
cefotaxima e a ceftriaxona. Podem ser sensivesftazadima, nos testes de sensibilidade
vitro, diferentemente do observado em isolados bacterignodutores de enzimas dos

grupos SHV e TEM. Tais enzimas sdo, na maioridaziefimases. Outra caracteristica das
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enzimas CTX-M €& a inibicAo mais efetiva pelo tazbtdwa, quando comparados ao
sulbactam e ao acido clavuléanico. Entretanto, ntesaiCTX-M, com atividade contra
ceftazidima, ja foram identificados (Bonnet, 2004).

A partir de 1995, as enzimas CTX-M sofreram raped@ansdo mundial e
representam o tipo de ESBL mais encontrado na Amé&®d Sul, Asia, certos paises da
Europa oriental e no leste da Europa (Bonnet, 2088 encontradas entre uma ampla
variedade de bactérias de importancia clinica, emicplar entre membros da familia
Enterobacteriacag como Salmonellaenterica sorovar Typhimurium,Proteus mirabilis
Citrobacter freundij Enterobacter aerogeng€itrobacterspp,Escherichia colie Klebsiella
pneumoniae(Bradford, 2001; Bonnegét al. 2001a; Bonnetet al. 2001b; Bonnet, 2004;

Livermoreet al.2007).

2.2.3.2.4. Outras ESBLs

Outras beta-lactamases de espectro ampliado dsectaslecular A sdo ainda
relativamente pouco comuns. Elas sao detectadascigaimente, emPseudomonas
aeruginosae muitas sdo encontradas em um numero limitadcegi®es geograficas. A
enzima PER-1 foi relatada em isoladosRleaeruginosana Turquia, Franca e Italia, em
espécies deAcinetobacter multirresistentes na Coréia e na Turquia e a PE&
Salmonellaenterica sorovar Thyphimurium, na Argentina. Felatada também erA.
baumanij K. pneumoniae E. coli nos paises da América do Sul (Weldhageal 2003;

Celenzeet al. 2006).

Foi sugerido que a localizagdo dos gehkser.1 poderia ser plasmidial ou em
integrons. Nestes, poderiam conter genes parasogtupos de ESBL, como VEB, GES e

OXA (Poirel et al. 2000). As enzimas ESBL VEB-1 e VEB-2 foram idestifias na Asia e
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as GES-1, GES-2 e IBC-2 em isolados na Africa dor@uFranca e na Grécia (Weldhagen
2003; Yonget al.2003; Jacoby & Munoz-Price, 2005).

Como relatado, algumas das enzimas dos grupos YER,e GES ESBL foram
encontradas em bacilos Gram-negativos ndo-fermemsdassim como em fermentadores,
engquanto que, outras ESBL incomuns, incluindo BEERC-1, SFO-1 e TLA-1 somente
foram detectadas em bacilos Gram-negativos daitBrikterobacteriacaegMatsumoto &
Inoue, 1999; Bonnett al. 2000; Silvaet al. 2000; Giakkoupet al. 2000). Atualmente sao
catalogadas quatro variantes de beta-lactamases B&R de VEB e onze de GES
(http://www.lahey.org/studies, acesso em dezembéra0d8)

Outras beta-lactamases de espectro ampliado, maspedencentes a classe
molecular A, sdo as beta-lactamases do grupo OMAsificadas na classe molecular D e
no grupo funcional 2d. Sao representadas por neai@ variantes enzimaticas. A minoria
delas apresenta fenotipo ESBL, ou seja, apenasraim de 11 mutantes da OXA-10, OXA-
1 e OXA-2 enquadram-se nesse grupo (http://wwwyaing/studies, acesso em dezembro
de 2008).

As OXA ESBL sédo mais comumente encontradasPeraeruginosado que em
enterobactérias. Conferem resisténcia a ampiofiaacefalotina, apresentam alta afinidade
hidrolitica contra oxacilina e cloxacilina, sdoclmente inibidas pelo acido clavulanico e
ampliaram o seu espectro de acdo contra cefalosisode terceira geracdao. Algumas
conferem resisténcia predominantemente a ceftaajdémtretanto, o tipo OXA-17 confere
maior resisténcia a cefotaxima e a cefepima entédela ceftazidima (Bradford, 2001;

Jacoby & Munoz-Price, 2005).
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2.2.3.3. Epidemiologia global das ESBL

Registros de isolados clinicos produtores de last@inases de espectro ampliado
expandiram-se rapidamente pela Europa e postembeneelos Estados Unidos, ainda na
década de 1980. Hoje, na década de 2000, se emmombundialmente disseminados,
particularmente, entre membros da familtaterobacteriaceaede importancia clinica
(Knotheet al. 1983; Sirotet al. 1987; Bauenfeinét al 1990; Sadeet al. 2001; Winokuret
al. 2001; Bellet al.2003; Patersost al. 2003; Eckeret al. 2004; Chmelnitskgt al. 2005;
Livermore et al. 2007; Pellecchiet al. 2007; Lavigneet al. 2007; Mendoncaet al. 2007,
Cantonet al.2008; Villegaset al. 2008).

A prevaléncia mundial de produtores de ESBL € muéoavel, inclusive entre
instituicbes de saude em um mesmo pais, embora pesglificil determinar a prevaléncia
real em uma determinada nacdo em funcdo de paspivdilemas laboratoriais na deteccéo
desse mecanismo de resisténcia. No entanto, éntegieovavel que mudltiplos fatores
estejam envolvidos, como a pressao seletiva dexerrdo uso indiscriminado de
antimicrobianos, além de deficiéncias nas medigasantrole de infecgbes por bactérias
multirresistentes ou mesmo fatores relacionada®tas de disseminacdo, como migracao
humana ou consumo de alimentos (Liverneiral. 2007).

Desde o seu primeiro relato, as ESBL tém sido ifieedas em varias espécies
bacterianas, especialmente entre membros da farfiit@robacteriaceaede origem
hospitalar, com énfase pakdebsiella pneumonigeseguida daEscherichia coli mas
também, em muitos outros géneros, incluindo espédiCitrobacter, Enterobacter,
Serratia,Providencia, Morganella, Proteus, Salmonefi&higella(Bradford, 2001; Belet
al. 2003; Luzzareet al. 2006; Manarinet al. 2007; Galat al. 2008).

Um estudo com dados do SENTRYAn(imicrobial Surveillance Program)

analisou a prevaléncia de bactérias produtorasSREL Eem varios paises da América do
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Sul. Foi possivel observar uma prevaléncia do fpod&SBL em isolados dEscherichia
coli obtidos em hemoculturas de 4,5 % (Uruguai) a 12CHile e México) e de 31 %
(México) a 56,6 % (Brasil), considerandebsiella pneumoniaéDiekemaet al. 1999).

Em 1998, num estudo também realizado pelo SENTRY axmostras de diferentes
regides do Brasil, incluindo 591 isolados de emiactérias de 20 laboratérios de
microbiologia clinica e 36 hospitais, evidenciougse 13,6 % dak. colie 42,1 % da&.
pneumoniaeeram fenotipos produtores de ESBL (Sader, 2000).0® trabalhos no Brasil
tém encontrado bactérias produtoras de ESBL, eastgue variam de 36% para isolados
respiratorios deK. pneumoniaepbtidas em hospitais das cidades de Sao Paulod&io
Janeiro e Floriandpolis e de 33 % pHKiabsiellaspp e de 8 % pama. coli para amostras
hospitalares de Porto Alegre (Sadeal 2001; Freitagt al. 2003).

Considerando o periodo entre 1997-2000, as taxasbes produtoras de ESBL, 0
Brasil, foram maiores do que as reportadas nogl&stdnidos K. pneumoniae- 7,6%,E.
coli — 3,3%), EuropaK. pneumoniae- 22,6%.E. coli— 5,3%) e Canadak( pneumoniae —
4,9%, E. coli — 4,2%) (Winokuret al. 2001). Entretanto, na Europa, a prevaléncia de
bactérias produtoras de ESBL é altamente variavik eos paises, em torno de 2% na
Holanda, atingindo valores superiores a 34% emuBalte proximos de 50% na RuUssia
(Patersoret al. 2003; Bouchilloret al.2004; Cantéret al. 2008).

Em muitos paises, incluindo o Brasil, a prevalérdgabactérias produtoras de
ESBL é mais expressiva no ambiente hospitalar, speatal nas unidades de terapia
intensiva. Essas unidades representam o princppeérgro e as bactérias geralmente sao
isoladas em espécies Héebsiella (Patersoret al. 2004; Marraet al. 2006). Entretanto, o
surgimento e a disseminagdo extra-hospitalar desggerganismos ja se apresentam em
niveis preocupantes em varios paises, incluindmda;, Espanha, Polonia, Estados Unidos

e Israel (Goldstein, 2000; Lescuee al. 2001; Dazaet al 2001; Hryniewiczet al. 2001,
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Borer et al. 2002; Koet al. 2002; Arpinet al. 2003; Rodriguez-Bafiet al. 2004). Esses
autores detectarar. coli produtoras de ESBL em taxas de 1,4 a 6,9 % patadiss
urinarios, 5 a 15,1% em hemocultura, e de 7,5 %ideobiota intestinal e patdlebsiella
spp valores de 5 a 7,7 % em bacteremias adquitelasmunidade.

Além da crescente deteccdo da passagem de baotétiasesistentes do ambiente
hospitalar para o extra-hospitalar, como os reteos a assisténcia a saude, incluindo os
de longa duracéo, também vém aumentando a dissghoimeela comunidade de bactérias
produtoras de ESBL (Winokuwgt al. 2001; Rodriguez-Barficet al. 2004; Manariniet al.
2007; Lewiset al. 2007; Arpinet al. 2007). Tem sido demonstrada no Reino Unido,
Portugal e Espanha a disseminacéao clonal de isolddoorigem comunitaria de. coli
produtores do tipo CTX-M-15, paralelamente com a puesenca em hospitais e nos
servicos de assisténcia de longa duracédo (Ben-Asnial. 2006; Livermoreet al. 2001
Woodfordet al. 2004)

Na Europa, a partir dos anos 2000, inicialmentéPabnia e Espanha e logo a
seguir na Franca e Reino Unido, foi observada umpoitante mudanca tanto na
prevaléncia quanto nos tipos de ESBL. Antes depsaag a maioria dos produtores de
ESBL era de origem nosocomial, especialmenteKibsiella spp eEnterobacterspp,
isolados de unidades de cuidados intensivos conlE@Bvadas dos tipos TEM e SHV.
Subsequentemente, a familia de ESBL CTX-M tornodesainante, sendo detectada com
uma frequéncia muito maior emscherichia coli,oriundas de pacientes com infecgoes
comunitérias complicadas, geralmente com doendzase, uso recente de antimicrobianos
ou relacionados a assisténcia a saude (Liveretak2007).

Em 1989, na Argentina, foi identificado um surtcoymcado porSalmonella
enterica serovar Typhimurium produtora de ESBL do tipo CWIX2. Essa variante foi

identificada posteriormente em varias outras rexdse América do Sul (Bauernfeied al.

37



1992). No Brasil outras enzimas CTX-M (CTX-M-8, CT%9 e CTX-M-16) foram
identificadas em espécies @atrobacter, Enterobactere E. coli, assim como, a enzima
ESBL BES-1 produzida por um isolado &erratia marcescene@Bonnetet al. 2000;
Bonnetet al.2001a; Bonneet al.2001b).

Nos Estados Unidos, as ESBL CTX-M representamairtipis predominante entre
isolados bacterianos de infeccfes adquiridas nauciiade, em particular de. coli de
origem urinaria que apresentaram ESBL CTX-M-15 sselninacdo multiclonal. Isso tem
levado a uma reavaliacdo da necessidade de triageratina de bactérias produtoras de
ESBL de origem comunitaria, em especial de isoladid&. coli de infeccbes do trato

urinario (Lewiset al.2007).

2.2.3.4.Importancia clinica das ESBL

As infeccdes relacionadas a assisténcia a satidejpaimente, as adquiridas no
ambiente hospitalar e, sobretudo as causadas ptériaa multirresistentes sao apontadas
como uma das complicacbes mais frequentes na gedac@rolongamento do periodo de
internagdo, no aumento da morbidade, na mortaligadeonsequentemente, nos custos
hospitalares. Entre os bacilos Gram-negativos, §&s particularmente considerados
mundialmente problematicoAcinetobacteispp ePseudomonas aeruginosasistentes aos
carbapenémicos e produtores de ESBL da farkitierobacteriacea€Shlaeset al. 1997;
Winokur et al. 2001; Paterson & Bonomo, 2005; Schwabkeal. 2006; Perezt al. 2007,
Klevenset al.2007; Slama, 2008).

Durante os anos de 1990, os isolados clinicos cemdtipo de ESBL
transformaram-se em um dos mais importantes pr@segiobais de resisténcia aos
antimicrobianos beta-lactamicos amplamente utibgado tratamento de muitas infec¢des

bacterianas de origem nosocomial e comunitariae(Batet al. 2003; Cantoret al. 2008).
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O isolamento de produtores de ESBL representalidagdes clinicas-
epidemioldgicas importantes. Nesse caso, ao impadiadministracdo de todas as
penicilinas, as cefalosporinas de primeira a qugetacdes, o aztreonam e as combinacdes
com os inibidores de beta-lactamases pode ocasonao excessivo de drogas de amplo
espectro, como o0s carbapenémicos. Com isso, aunentsco da emergéncia de
Acinetobacterspp ePseudomonas aeruginosaarbapenémicos resistentes (Mestaal.
2006).

Além de impor limites ao uso dos antimicrobianoscldesse dos beta-lactamicos,
esses isolados com frequéncia apresentam corressgstos antimicrobianos que nao beta-
lactamicos, como os aminoglicosideos, as tetraaig)ias fluorquinolonas, o cloranfenicol e
o sulfametoxazol-trimetoprim (Fernandez-Rodrigeeal. 1992;et al1994; Schwabeet al.
2005; Morosiniet al. 2006).

Além disso, os testes de sensibilidades aos amtiianos de rotina podem néo
detectar a resisténcia mediada por essas enzimas proporcionar resultados de falsa
sensibilidade, ao induzir o tratamento com bettitacos, esses podem nao ser eficazes na
erradicacdo do patdégeno e levar a falha terapéyBcadford, 2001). Somados aos
problemas de carater terapéutico, devido a logdizaxtracromossémica dos genes que
codificam as enzimas ESBL em plasmidios, transmos®ou integrons, a transmissao
horizontal via conjugacdo é facilitada, resultant disseminagdo desse fenoétipo de
resisténcia (Tenover, 2001; Bradf@tdal. 2001; Dzidic & Bedekow, 2003).

Os produtores de ESBL sdo mundialmente reconhecolm® um problema para
pacientes hospitalizados, podendo ser responsg@eeisurtos ou endemias no hospital
(Paterson & Bonomo, 2005). As unidades de terapiansiva (UTIS) representam o
epicentro de muitos surtos, ocasionadas pelo ahel de comprometimento imunoldgico,

debilidade e manipulacdo dos pacientes, 0 uso &ixoesle antimicrobianos de amplo
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espectro e extremos de idade (Rebetcl. 2000; Wuet al. 2003; Pessoa-Silvet al. 2003;
Kristof et al.2007; Garciat al. 2008).

No entanto, também tém sido bem documentada aniisagdo bacteriana para
outras partes do hospital fora das UTIs por viadi¢ionais, utilizando principalmente as
maos do profissional de saude como transporte patantaminacdo de instrumentos,
aparelhos, ambiente e de outros pacientes e/owe®mil solu¢cdes contaminados (Jumaa &
Chattopadhyay, 1992; Gaillet al. 1998; D"Agateet al. 1999; Kacet al. 2004). Ja foram
relatados surtos envolvendo unidades de queimd&iegathiet al. 1998), hematologia e
oncologia (Hibbert-Rogerst al. 1995), geriatrica (NNIS, 2002), e também em antbin
extra-hospitalares relacionados a assisténciadeg@iradfordet al. 1995; Cormicaret al.
1998; Otecet al. 2006).

A utilizacdo de métodos laboratoriais de carach€fp mais detalhada dos
patogenos € de extrema importancia para as ine€étg epidemioldgicas. Assim, em
especial a tipagem molecular pode auxiliar na ifleatdo de surtos e de fontes de
infeccdo, na diferenciacdo de modos de transmisgdde disseminacdo do patdgeno e na
orientacdo das medidas a serem adotadas nos peggdentontrole de infeccéo (Tenoeer
al. 1995; Sadeet al 1995; Webeet al 1997; Tosiret al 2003).

Os métodos de tipagem epidemiolégica preferidos asdgenotipicos. Diversos
métodos foram desenvolvidos devido aos problemastipibilidade (capacidade em
proporcionar resultados bem definidos para cadadamisolados), de reprodutibilidade
(habilidade em produzir resultados idénticos, qoameh mesmo isolado é tipado diversas
vezes) e ao poder discriminatério (capacidade eferediciar diferentes cepas de uma
mesma espécie, principalmente quando elas sao pariégidas) (Sadet al 1995).

Os métodos baseados no estudo de material gemétdem envolver a analise

plasmidial, cromossémica ou riboss6mica. Sao algwesplos desses métodos: a analise
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do DNA plasmidial, de polimorfismo no comprimento ftagmento de restricdo (RFLP,
Restriction Fragment Length Polymorphjsdo DNA cromossoémico, a tipagem de
sequéncias de insercdo, os métodos que empregane BGRquenciamento, a ribotipagem
e a analise do DNA cromossdmico pela eletroforeseceampo elétrico pulsado (PFGE,
Pulsed-Field Gel ElectrophoresiéPfaller & Herwaldt, 1997; So#t al. 2003).

Embora ndo exista um método de tipagem moleculdeif;e 0 método que vem
sendo muito utilizado para identificar se ha ou néwa relacdo clonal entre os isolados
bacterianos clinicos testados é a eletroforese ampa elétrico pulsado (PFGE),
desenvolvida, em 1984. Esse método permite avaligios tipos de patégenos hospitalares
sendo amplamente utilizado nessas investigacbes, agmesentar Otimo poder
discriminatorio, reprodutibilidade e facilidade idéerpretacdo (Tenovet al. 1995; Pfaller,

2001; Peterson & Noskin, 2001).

Existe um nuamero significativo de publicacbes aaamdo a epidemiologia
molecular das infec¢bes nosocomiais causadaKiatsiella pneumoniae Escherichia
coli produtores de ESBL. Em alguns deles pelo menas ghientes sdo colonizados ou
infectados por cepas genotipicamente similaresgeegiando disseminacédo clonal ou
policlonal e em outros é evidenciado um grandenpmfiismo genético entre os isolados
(Pessoa-Silvat al. 2003; Mirandaet al. 2004; DiPersicet al.2005; Mendonceat al. 2007,
Lavigneet al. 2007; Pitoutet al. 2007; Kristéfet al. 2007; Garciat al. 2008; Carattoléet al.

2008).

2.2.3.5. Métodos de deteccao laboratorial de ESBL

Desde a primeira descoberta das ESBL, surgiu umigedeale de métodos
laboratoriais de deteccdo dessas enzimas, os pod&n ser divididos em fenotipicos e

genotipicos.
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O crescente aumento em termos mundiais da prevaléded&Enterobacteriaceae
produtoras de ESBL, as implicacbes clinicas a que r£80 deteccdo podem levar e,
principalmente, a falta de sensibilidade e espeddde dos testes de rotinas de
suscetibilidade aos antimicrobianos para a suacghelevaram ao aprimoramento de
meétodos fenotipicos para sua identificacdo (Brallf2®01; Stewardt al. 2001; Tenoveet
al. 2003; Jacobyt al. 2006; Bellet al.2007).

Por essa razdo o NCCLE4dtional Committee for Clinical Laboratory Standaed
atual o CLSI Clinical and Laboratory Standars Instityfe 6rgdo responsavel pela
padronizacdo de técnicas laboratoriais nos Estddmos, reavaliou os seus procedimentos
e seus critérios de interpretacdo que recomendaidin. sO por serem eles de dificil
execucao ou inacessiveis para muitos laboratonas também, por que falhavam na
deteccao dos fendtipos de ESBL pela falta de cdaomia dos resultados de concentracao
inibitoria minima.

Assim, desde 1994, o NCCLS vem recomendando untadaiegia baseada em
testes de triagem e confirmatérios, sejam por ¢técdie disco difusdo ou por métodos
guantitativos. No entanto, essa metodologia é ajaag somente para as amostras de
Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, E. coli e Pretenirabilis (CLSI, 2008) De acordo
com as recomendacdes do CLSI, no teste de triadeve-se observar uma sensibilidade
diminuida, seja pelo aumento da concentracdo dmiitminima ou pela diminui¢cdo do halo
de inibicao para cefpodoxima, ceftazidima, cefotesiceftriaxona ou aztreonam.

As ESBL formam um grupo de enzimas heterogéneas pgaem apresentar
diferentes graus de atividades e, por essa rag&grsibilidades podem ser dependentes do
tipo de substrato testado. Em funcado disso, quaaior o nimero de substratos utilizados

maior sera a sensibilidade desse teste. Nesselgeatconhecimento do tipo de ESBL de
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cada instituicdo ou regido geografica pode seranitit na determinacéo da escolha desses
substratos.

Como testes confirmatérios sdo recomendadas peldl @k metodologias de
diluicdo ou de disco difusdo utlizando-se da pemade que a beta-lactamase ESBL é
inibida pelo acido clavulanico. Pelo método de aliddusdo os substratos que devem ser
testados € a ceftazidima e cefotaxima. A confirmad#@ producdo de ESBL é dada pela
verificacdo do aumento no halo de inibicAc>demm comparados aos discos isolados e em
combinacdo com o &cido clavulanico (CLSI, 2008).

Outros testes fenotipicos, para deteccdo de E®BL sido utilizados, uma vez que
nao existe ainda um consenso em relacdo a melltodalegia a ser adotada ou a padréo-
ouro na destacao das enzimas. Trabalhos tém avaiaduracia desses testes e identificado
as limitacdes e as vantagens de cada um, comdeodiegproximacao dos discos, Etest® e
sistemas automatizados com painéis especificogi(®east al. 2003; Freitaset al. 2003;
Gheldre,et al. 2003; Wieganeet al. 2007). Mesmo considerando os resultados de aeuraci
dos testes fenotipicos de identificacdo de ESBlphum deles apresenta 100% de
sensibilidade ou especificidade para a deteccama@daulas ESBL entre isolados clinicos de
bactérias Gram-negativas (Bradford, 2001).

Dentre os métodos moleculares, existem aqueles spreem como uma
identificacdo presuntiva e outros que consegueattaizar essas enzimas. A determinacao
do ponto isoelétrico pode auxiliar na determinagaoclasse enzimatica, assim como a
utilizacdo de PCR comptimers de oligonucleotideos especificos para genes dBLES
pode detectar a presenca do gene que codificaeezsiama. Meétodos de oligotipagem
podem discriminar variantes TEM, e o método por FRERP os derivados de SHV. No
entanto, o sequenciamento dos nucleotideos permaeedo o0 padrdo para a determinacéo

de especificos genes de ESBL (Bradford, 2001).
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2.3. Monitoramento e prevencédo da resisténcia micbtana

O acentuado desenvolvimento da tecnologia méditadaalao consequente
aumento da expectativa de vida, proporcionou efavata sobrevida e do numero de
pessoas mantidas em atendimento sob condi¢Gesasyitincluindo nesse numero 0s
extremos de idade e os pacientes com doencas @degenerativas. Entre os individuos
mais suscetiveis, expostos a procedimentos de @itigo e/ou terapéuticos cada vez mais
invasivos, as infeccbes relacionadas a assistén@aude, em especial, as hospitalares
tornaram-se cada vez mais frequentes (Gainail988; CDC NNIS, 2003).

Classicamente, a infeccdo hospitalar € definidaoca@muela adquirida apos a
admissdo do paciente. Ela se manifesta ap0s anagéw ou a alta, por isso pode ser
relacionada com a internacdo ou com o0s procedimehtispitalares (Brasil, 1998).
Atualmente, tem sido sugerida a mudanca do ternfecgéo hospitalar para infeccao
relacionada a assisténcia a saude, pois refleteomalcausa de aquisicdo dessas infeccdes
(ANVISA, 2004).

A natureza da assisténcia a saude estd sofrendoentiadeira revolugédo, sendo
verificado um aumento no nimero de procedimentdsutatoriais bem como nos servigos
de assisténcia domiciliar e nos de longa duracaoo¥ fatores explicam esse movimento,
entre esses fatores estdo o desenvolvimento deldg@s médicas e a humanizagédo da
assisténcia, além da questdo dos altos custos méssis hospitalares e a mudanca
demografica com aumento no numero de idosos (Be&£04).

A importancia das infec¢cbes associadas a saudeespmcial as nosocomiais
transcende aos aspectos médicos individuais, pasapresentacdo endémica e, com
frequéncia epidémica, confere ao problema uma difierde saude publica. Agravando
essa situagdo, a resisténcia microbiana aos tratasnéisponiveis com antimicrobianos,

com énfase para a bacteriana, foi consideradaQuglanizacdo Mundial de Saude (OMS)
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um problema prioritario de combate por todos osgsmiO que pode ser verificado que essa
resisténcia esta aumentando rapidamente em todondare, em particular, no ambiente
hospitalar

Um fato a destacar € que infeccdes causadas poorgacismos multirresistentes
apresentam maior morbidade, mortalidade e aumemtoudtos diretos e indiretos. Esse
aumento diz respeito a perdas de dias de trabaglleose somam as disfuncdes fisicas e ao
estresse emocional do paciente, levando, assimndigbes incapacitantes e reducdo da
gualidade de vida. A resisténcia pode resultaraéntia terapéutica, aumento no tempo de
internacdo, elevacdo no custo do tratamento, refedo no uso de agentes
antimicrobianos mais caros, téxicos e nem semeodiveis. Além disso, 0 aumento do
numero de drogas utilizadas, a necessidade dedmmueetos de isolamento e precaucoes,
incluindo exames laboratoriais especificos tambéaodyzem efeitos nos custos. Nos
Estados Unidos, Bational Centers for Disease Control and Preven{iGDC) estima que
mais de quatro bilhdes de dolares sdo gastos aentEndireta ou indiretamente, no
tratamento de infeccbes causadas por organismasresistentes (Diekemat al. 1999;
Henderson & Fishman, 2007).

Por uma variedade de razfes as instituicbes des gédisam focar a atencdo na
prevencdo das infec¢des relacionadas a assisi@rszidde. O foco na prevengdo contribui
para o aumento de sobrevida dos pacientes redyzasdiom a morbidade e a mortalidade.
Também diminui os custos de tratamentos hospitléd&VISA, 2004; Henderson &
Fishman, 2007)

Como uma forma de monitoramento do desenvolvimengo resisténcia e
orientacdo da terapia empirica, a Organizacdo Mili#i Salde recomendou a vigilancia
dos perfis de sensibilidade antimicrobiana entrbaasérias (WHO, 1978). Com o objetivo

de diminuir a magnitude do problema de resistérm@ateriana nacional e global, a
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Sociedade Americana de Microbiologia (ASM), em 19%8bigeriu a necessidade de
implantacdo de medidas nas areas de educacacsqlégaee de estudos de vigilancia.

Segundo a ASM (1995), um programa de vigilancieedsar direcionado para: (1)
a coleta de dados referentes as espécies bacteddnagicas que frequentemente causam
doencas nos seres humanos; (2) a utilizacdo destdaboratoriais de sensibilidade
padronizados que gerem resultados confiaveis e a@wgis; (3) a coleta de informacdes
demograficas para estabelecer a relacdo entre ag@m& da resisténcia, terapia
antimicrobiana e modo de aquisi¢cao da infeccaduimdo uso local de antimicrobianos e;
(4) a informacao dos resultados aos profissiomasadide para a implantacdo de medidas de
prevencéo.

O modelo brasileiro de prevencdo e controle dagcgifes relacionadas a
assisténcia a saude surgiu com a publicacédo, peiststio da Saude, da Portaria 196,
estabelecendo a obrigatoriedade de manutencédo €fiemisde Controle de Infeccdes
Hospitalares — CCIH em todos os hospitais (Braé&33). O reconhecimento do fenébmeno
das infec¢cbes hospitalares como um problema desgaiitolica, foi consolidada em 1997,
com a publicacdo da Lei Federal N° 9431, que wnatid obrigatoriedade da existéncia de
programas de Controle de Infeccdo Hospitalar, edostoos hospitais brasileiros. Seu
detalhamento € instituido pela Portaria N° 26161988, que determinou as atribui¢cdes dos
Programas de Controle das Infecgcbes Hospitalares arobitos nacional, estaduais,
municipais e em cada instituicdo hospitalar (Brd$€iB7; Brasil, 1998).

Segundo essa Portaria, cabe as CCIH; (1) coordemaacOes de vigilancia
epidemiologica das infec¢Bes hospitalares; (2) rsigienar normas e rotinas técnico-
operacionais relacionadas a prevencao e controiefeecdes; (3) capacitar o quadro de
funcionérios e profissionais da instituicao; (4k@®volver acbes para o uso racional de

antimicrobianos, saneantes e materiais médicotates@s e; (5) realizar investigacdo
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epidemioldgica de casos e surtos, implementandadaedmediatas de controle (Brasil,
1998).

Atualmente, o Programa Nacional de Controle deeclgdo Hospitalar é
coordenado pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria\VAA), criada pela Lei N° 9782, de 26
de janeiro de 1999.

Nos Estados Unidos, em 1958 ,Aanerican Hospital AssociatiofAHA) foi a
primeira a recomendar que os hospitais tivessergrgmmas formais para monitorizar e
prevenir infec¢des. As principais entidades respogis pelo desenvolvimento de normas
clinicas e de programas de controle inclue@enters do Disease Control and Prevention
(CDC), aAssociation for Professionals in Infection Contaold Epidemiologya Society for
Healthcare Epidemiology of AméricéSHEA) e aAmerican Society Task Force on
Antibiotic ResistancASM-TFAR).

Na década de 1970, o CDC iniciou o Sistema Nacideafigilancia de Infec¢des
Nosocomial National Nosocomial Infection Surveillance SysteMNIS Systejn Entre os
objetivos, estava estimar a incidéncia de infe¢tgipitalar no pais, verificar tendéncias das
taxas, topografias mais afetadas e fatores de, rresisténcia microbiana, assim como
desenvolver uma metodologia para o monitoramentsade infeccbes, que permitisse
comparacao interinstitucional e desenvolvimentpesxjuisas (Santos, 2006).

O monitoramento da resisténcia microbiana em sesuile saude é imprescindivel
para o desenvolvimento de acdes de controle e mg@wea nivel local relacionadas
principalmente ao uso racional de antimicrobianos.

Em 2004, no Brasil, a ANVISA firmou um termo de petagdao com a
Organizagdo Pan-Americana da Saude/Organizacdo iMutal Saide (OPAS/OMS), em
parceria com a Coordenacdo Geral de LaboratéricSatkele Publica (CGLAB/SVS/MS),

para o desenvolvimento do Projeto: MonitoramenRyevencéo da Resisténcia Microbiana
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em Servicos de Saude. O objetivo geral do pr@getamentar a efetividade da assisténcia a
saude por meio do uso racional de antimicrobiaries @eteccdo tempestiva, da prevencéo e
do controle da emergéncia e disseminacao da mesistéicrobiana em servicos de saude
no pais. Entre os objetivos especificos, estdo: ifiplantar a Rede Nacional de
Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servam$Saude (Rede RM), (2) conhecer
e monitorar o perfil de resisténcia microbiana Itatgr no Brasil, possibilitando a melhoria
da regulacdo e da vigilancia sanitaria de servittosaude; (3) elaborar mecanismos para
melhoria da qualidade dos dados e da emissdo dedamicrobioldgicos; (3) implantar
sistema de notificacdo da emergéncia de microngassresistentes; (4) melhorar a
solicitacdo, interpretacdo dos resultados dos examierobiolégicos e prescricdo de
antimicrobianos; (5) melhorar a efetividade do wo antimicrobianos na assisténcia a
saude; (6) contribuir para a elaboracdo de norréesidas e padrfes de identificacédo
microbianos, direcionados para a realidade bresilei fomentar o desenvolvimento de
estudos e pesquisas que subsidiem a implantac@&stdgégias de prevencdo e controle
especificos (ANVISA/OPAS, 2006).

Dados nacionais sobre resisténcia microbiana, asfimo sobre o0 uso de
antimicrobianos, ainda s&do escassos, com acuraaiprometida, em especial devido a
deficiéncia de padronizagdo de meétodos laborasori®s estudos brasileiros séo
direcionados para poucos patdgenos ou inseridosegntos multicéntricos, os quais
incluem relativamente poucos centros brasileiramenimero pequeno de isolados clinicos
considerando o0 nosso pais de dimensédo continédiyISA/OPAS, 2006).

Além de programas de vigilancia conduzidos pordawlis governamentais ligados
a cada pais, existem programas com abrangéncia amgfa financiados pela induastria
farmacéutica. Entre esses programas estdo o SEN{ARitimicrobial Surveillance

Program) o MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test Informatiorlégtion), o
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TEST (Tigeciclina Evaluation Surveillance Trjale o BSAC The British Society for

Antimicrobial Chemotherapy Resistance Surveillafreject). Sdo estudos envolvendo
paises distribuidos mundialmente pelos Estados ddni€anada, Europa, Asia, Oeste
asiatico, Africa do Sul e América Latina, incluinslenezuela, Argentina, México, Chile e

Brasil (Saderet al 2001; Babinchakt al. 2005; Kifferet al. 2005; White. 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratéeo Microbiologia Médica
Humana da Universidade de Caxias do Sul (UCS), @musto com o servico de Analises
Clinicas (Laboratorio de Microbiologia) do Hospitakral de Caxias do Sul (HGCS) e do
setor de Microbiologia do Alfa Laboratério de Ars@ls Clinicas, localizados no municipio

de Caxias do Sul, a nordeste do Estado do Rio @rdadul (RS).

O Hospital Geral caracteriza-se como uma instituigé assisténcia hospitalar de
carater publico, de alta complexidade e de enspesquisa na area de saude, representando
o hospital de ensino da Universidade de CaxiasudoP3esta assisténcia médica tanto a
populacao local quanto a oriunda de outros mumisige abrangéncia da 5% Coordenadoria
Regional da Saude do RS. Cobre, atualmente, 4&fpios com uma populacao total de

cerca de 980 mil pessoas, incluindo o municipi€deias do Sul.

O HGCS esta instalado num prédio de seis pavimeuopados para tratamentos
clinicos, cirdrgicos, diagnostico e de apoio. Tempacidade para aproximadamente 267
leitos, distribuidos entre as wunidades: Clinica B€irdrgica (114),
Obstetricia/Ginecologia (31), Pediatria (51), Udielade Tratamento Intensivo (UTI)
Neonatal (17), UTI Adultos (10), UTI Pediatrica J1Clinica Psiquiatrica (7), Servico de

Atendimento Médica de Urgéncia e Emergéncia (Z3gstante de Alto Risco (4).

O Laboratério de Microbiologia do HGCS, além dosrars internos, também

realiza exames externos para pacientes da comengtea@minhados pela rede publica.

O Alfa Laboratorio de Andlises Clinicas é uma to$tdo da rede privada com
cinco unidades de atendimento e quatro delas #ackls em Caxias do Sul. Presta
atendimento a comunidade tanto local do municip® @axias do Sul, com

aproximadamente 480 mil habitantes, quanto regioradeniente de outros municipios.
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3.1 Isolado bacteriano

Foram analisados 1346 isolados clinicos, sendo @i@&E&cherichia colie 184 de
Klebsiellaspp (180K. pneumoniae 4 deK. oxytocd, obtidos entre abril de 2003 e maio de
2006, cedidas pelo Laboratério de MicrobiologiaHI8CS e pelo setor de Microbiologia do
Alfa Laboratério (Unidade 1), localizados no mupioi de Caxias do Sul. Somente um

isolado bacteriano por paciente foi incluido naést

As bactérias analisadas nesse trabalho e isoladds paboratorio de
Microbiologia do HGCS foram provenientes dos maeios materiais clinicos, enquanto
gue, as isoladas pelo setor de Microbiologia Al&bdratério foram todas oriundas de

culturas de urina.

Apobs o isolamento e a identificacdo bacteriananenta realizada nos laboratorios
de Microbiologia das duas instituicdes, os isolafimam transportados e armazenados no
Laboratorio de Microbiologia Médica Humana (MICRQYesse laboratorio, segui-se a
confirmacédo da identificacdo bacteriana medianslamento em agar MacConkey para a
avaliacdo da morfologia colonial, da fermentacdolat#ose e a realizacdo de provas
bioguimicas convencionais. Foram avaliados a p@&alalg indol, gas e43, a mobilidade,

a utilizagéo de citrato, a via da fermentacéo dzogt (prova do vermelho de metila e de
Voges-Proskauer), a fermentacdo da lactose pelavap©ONPG (o-nitrofeni-D-
galactopiranosideo) quando necessaria, a prodw;acedse e a descarboxilacdo de ornitina

(Abbott, 2003; Boppt al 2003; Winnret al 2006).

Os isolados dé&. coli e Klebsiellaspp produtores de ESBL obtidos nos anos de
2003 e 2004 foram retirados do banco de microrgamesdo MICRO e incluidos no
presente estudo. Esses isolados foram oriundossdeS+ selecionados durante um projeto

de pesquisa desenvolvido pelos pesquisadores d&®IIC
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3.2 ldentificacéo e caracterizacao dos pacientes

A identificacdo e a coleta de dados dos paciente®ledos nesse estudo,
provenientes do HGCS, foram realizadas atravéswvintamento no banco de dados do
laboratorio e diretamente dos prontuarios dos p#ese respectivamente. Os prontuarios
foram solicitados junto ao Servico de Arquivo M&{SAME) do hospital. Para a coleta
dos dados foi elaborada uma ficha contendo dadosogl&ficos, epidemiologicos e

laboratoriais (Anexos 1 e 2).

A analise dos prontuéarios permitiu a classificagéanto ao modo de aquisicdo da
infeccdo, se hospitalar ou comunitaria, dos paegemtternados. O diagndstico de infeccao
hospitalar foi definido de acordo conCenters for Diseases Control and Preven{i{GDC)
gue considera como infeccdo hospitalar qualquescgdfo adquirida apds 48 horas de
internacdo do paciente ou que se manifesta com snero48 horas nos casos de
transferéncia hospitalar ou de casa de saude, spithlizacdo prévia de duas semanas

(Garneret al. 1988).

Para os neonatos, foram consideradas hospitalasesnfaccdes adquiridas
intraparto, durante a hospitalizagcéo, ou adquiretasaté 48 horas apods a alta, com excecédo
as infecgbes transplacentarias, como a rubéoldomegalovirose, a hepatite tipo B, a
infeccd@o por herpes simples, a sindrome da imuiciéetia adquirida, a toxoplasmose e a

sifilis (Garneret al 1988).

No grupo de pacientes com suspeita de infec¢éo mitdmia, foram incluidos todos
0S pacientes que procuraram os servicos do Labimr#tia. Aqueles atendidos no HGCS,
somente foram considerados nesse grupo de infecgiwnitaria, os pacientes nao
internados ou com menos de 48 horas de internagadmamento da coleta da amostra
clinica. Nesse grupo foram incluidos apenas omgodinham sido transferidos de hospital

e nem haviam sido previamente internados num pededduas semanas (Rodriguez-Bafio
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et al 2004).

3.3 Deteccao fenotipica dos isolados #ecoli eKlebsiella spp produtores de ESBL

A identificacao laboratorial dos produtores de ES8iLrealizada pelo método de
disco-difusdo (Kirby-Bauer), conforme os critéri@stabelecidos no documento do
CLSI/NCCLS Clinical and Laboratory Standars Institute/Nation@abmmittee for Clinical
Laboratory Standardg2005).

Para cada bactéria foi preparada uma suspensaolegac fisiologica estéril com
trés a quatro colénias da mesma morfologia, ap@subacdo a 35°C por 16 a 18 horas.
Esse inoculo, seguido da comparacédo e do ajustalviem a escala de turvacédo 0,5 de
McFarland, foi semeado em uma placa de Petri cdotégar Mueller-Hinton (Oxoid®,
Basingstoke).

Para o teste de triagem foram dispensados na &ipel® agar de Mieller-Hinton,
apos a semeadura, discos (Oxoid®) de aztreonam JAGdlotaxima (CTX), ceftazidima
(CAZ) e ceftriaxona (CRO). A afericdo dos halosimibicdo ocorreu apos a incubagéo a
35°C por 16 a 18 horas. O substrato cefpodoximd@jd8i incluido no teste de triagem
para os isolados bacterianos a partir do ano d&. Z@los os isolados com halo de inibigao
menor ou igual aos pontos de corte, para pelo mamodos antimicrobianos a seguir foram
considerados como provaveis produtores de ESBle@rm e cefotaximas(27mm),
ceftazidima £ 22mm), ceftriaxona(25mm) e cefpodoxima(17mm).

Os isolados considerados como provaveis produtteedSSBL foram submetidos
ao teste confirmatorio. Nesse caso foram dispessaasuperficie do agar Mueller-Hinton,
apOs a semeadura, os discos de ceftazidima e xiefat§Ox0id®) combinados, cada um
deles com acido clavulanico. Os halos de inibigiam aferidos apos a incubacédo a 35°C

por 16 a 18 horas. Isolados que mostraram em pelmsnum dos dois substratos um
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aumento de> 5mm no didmetro dos halos na presenca de acidwl@&kaco foram
designados como isolados com fenotipo ESBL confionad substrato cefpodoxima
também foi incluido no teste confirmatério paraismdados bacterianos a partir do ano de
2005. Cepas padroés coli ATCC 25922 K. pneumoniaeATCC 700603 foram usadas
como controles negativo e positivo de producao$BLE respectivamente.

Os isolados com fenétipo ESBL confirmados tambéranfosubmetidos ao teste
confirmatorio com discos de cefepima (Oxoid®) cosem acido clavulanico. Esses discos
foram preparados no mesmo dia do teste e utilizagdos uma hora da impregnagdo com
10pL de uma solucédo de acido clavulanico a 100@njilpgreparada a partir de uma solucéo
de amoxacilina/acido clavulanico. Foram realizadestes que mostraram resultados
satisfatérios ao serem comparados os halos decdwibdos discos de ceftazidima e
cefotaxima combinados com acido clavulanico (Oxgid®om os halos obtidos a partir dos
discos impregnados com acido clavulanictiouse

As bactérias produtoras de ESBL foram armazenadl&mmco de microrganismos
do MICRO a -20°C e do Laboratério de Pesquisa emWAIDS da UCS a - 70°C, em
frascos com meiskim milkde leite desnatado em p6 (20% (pes/vol), dissosviem agua

destilada e autoclavados a 110°C por 20 minutos€R& Carroll, 2003).

3.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

A avaliagcdo da sensibilidade aos antimicrobianosrdalizada para os isolados
produtores de ESBL e, aleatoriamente, para um gileduactérias ndo produtoras de ESBL.
Foi utilizada a técnica de disco-difusdo, Kirby-Bgu conforme recomendacdo do
CLSI/NCCLS (2005). Na superficie do agar de MueHarton, ap6s a semeadura do
in6culo na escala de turbidez de 0,5 MacFarlanchnfodispensados discos (Oxoid®)

impregnados com 0s seguintes antimicrobianos: aimgidAMP), ampiclina/sulbactam
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(SAM), cefoxitina (FOX), cefalotina (KF), cefpodoma (CPD), ceftriaxona (CRO),
ceftazidima (CAZ) cefotaxima (CTX), cefepima (FEP)jpenem (IPM), ertapenem (ETP),
aztreonam (ATM), gentamicina (CN), amicacina (Akbramicina (TOB), ciprofloxacina
(CIP), gatifloxacina (GTX), sulfamotoxazol/trimetap (SXT), nitrofurantoina (F), acido

nalidixico (NA), estreptomicina (S), tetracicliieE) e tigeciclina (TGE).

A afericdo dos halos de inibicao foi feita aposulmacéo a 35 °C por 16 a 18 horas,
e a interpretacdo dos testes em resistente, indérnweou sensivel, realizada de acordo com
os critérios definidos pelo CLSI/NCCLS (2005). Comtigeciclina aguarda avaliacao pelo
CLSI, foram utilizados os pontos de corte propospedo FDA §ood and Drug

Administratior).

3.5 Deteccao dos genes de beta-lactamase por reag@ocadeia da polimerase (PCR)

Os isolados com fendétipo ESBL considerados confioeaforam submetidos ao
método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)dpteatar 0s gendsa tem, bla spy,
bla ctx-v. Foram utilizados oprimersdescritos por Bonnedt al (2001b) e Patersaet al

(2003) (Tabela 5)

Apos cultivo em caldo TSB por um periodo de 16 h 485+1 °C, 5uL de cada
amostra foram transferidos para um tubo fppendorfcontendo 195uL de agua Milli Q.
A seguir foram preparadas as solu¢cdes méae con9mi Tris-HCL, pH 8,4, solucéo de
5mM de MgC}, 0,1mM de cada dinucleotideos dATP, dTTP, dGTRC&R] 0,24% de
Triton-X-100, 60ng dos respectivos pares de inmiad para cada gene pesquisado e 0,75U
deTagpolimerase (Invitrogen®). Vinte e um microlitros slalucdo mée foram dispensados
em tubos de amplificagdo, aos quais foram adiciesajOuL da suspenséo bacteriana e

posteriormente submetidos a termociclagem.
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Foi utilizado o termocicladoMastercycler Gradien{Eppendorf®) em diferentes
condicbes. Para os genbl syy e bla ctx.v as condi¢cdes de termociclagem foram as
seguintes: 5 minutos a 94°C para o primeiro citdsq inicial de desnaturacdo do DNA),
seguidos de 35 ciclos (30 segundos a 94°C - desgam 1,5 minutos a 60°C -
anelamento, 2 minutos a 72°C - extensao) e findien@ais 5 minutos a 72°C e 15 minutos
a 4,0°C. Para o ger#a gy as mesmas condi¢cdes foram utilizadas, mas nesselw@uve
alteracéo na temperatura de anelamento para 45°C.

Vinte e cinco microlitros do produto da reacao RPmais 5uL de uma solugéo
de sacarose a 40% e azul de bromofenol a 0,25% fembmetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% incorporado com 0,36mg/mL de brordeteetidio. Essa solucdo foi
submetida a 90V por 2,5 horas em tampéo TBE 1XNA9rs-borato, 2mM EDTA, pH
8,0). Foi utilizado como marcador de massa moleddMA A clivado com as enzimas de
restricdo EcoRIl e Hind 1l com 125 a 2122 paresbadses. O gel foi visualizado e
fotografado contra luz ultravioleta e digitalizadosm o auxilio de um sistema UVITEC

com filtro laranja.

Tabela 5:Sequéncias iniciadoras utilizadas nas reacoesgbfiacoes

Gene Sequéncias de nucleotideos Tamanho esperado do
amplificado fragmento amplificado
(pb)
bla tem F — AAACGCTGGTGAAAGTA 7172
R- AGCGATCTGCTAT
bla spv F - ATGCGTTATATTCGCCTGTG 723%

R-TGCTTTGTATTCGGGCCAA

bla crx-m F - CGCTTTGCGATGTGCAG 550"
F - ACCGCGATATCGTTGGT

2 patersoret d. (2003) ;" Bonnetet al. (2001b)
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3.6 Tipagem molecular por eletroforese em campo étieo pulsado (PFGE)

Para a determinacao dos perfis moleculares dadissldeE. coli e Klebsiellaspp
produtores de ESBL, foi empregado o método de mestricio de DNA seguido de
eletroforese em campo elétrico pulsado ou PFGE.

As bactérias produtoras de ESBL foram cultivadas &l de caldo TSB e
incubadas a 35+1°C por um periodo de 18 a 24 hégads esse periodo, a cultura foi
centrifugada por 15 minutos e, em seguida, despoeaasobrenadante. O centrifugado foi
resuspenso em 1mL de tampé&o TE (Tris 100mM; pHELBEA 100 mM; NaCl 150 mM)

e transferido para um tubo de centrifuga. Os tdits@sn centrifugados por 15 minutos e o
sobrenadante cuidadosamente aspirado e despré&madualicionado 400uL de tampéo TE e
apos a homogeneizacao, 80uL dessa diluicdo deasdimlam retirados e misturados com
320uL de agarose 1%ow meltingpoint). Com os tubos em banho-maria a 57°C, os moldes
foram preenchidos e transferidos para o refrigerado15 a 30 minutos.

Apobs retirar os blocos dos moldes, incuba-los ésmll,de tampéo de protedlise
(EDTA 0,5M; pH 9,5; lauril sarcosil 1,0%) adicioreadle 38uL de proteinase K (20
mg/mL) por 2horas a 57°C, agitando de 30 em 30 to#uUA seguir os blocos foram
lavados duas vezes em 10mL de agua Milli Q por fhutos, a 57°C e mais trés vezes em
10mL de tampéao TE por 15 minutos a 57°C. Nessa&&olos blocos ficaram armazenados
em temperatura de refrigeracdo, até serem subraefiddigestdo enzimatica e posterior
eletroforese.

Para a realizacdo da digestdo, menos de um tercaddebloco foi incubado por
16-18 horas a 37°C com tampao de restricao conté@déuL da enzim&pé. Os blocos
foram inseridos em um gel de agarose a 1,2% eagfes de DNA resultantes foram
separadas através do sistema CHEF- DRIIl (Bio-Rachmond®). O tempo de migracéo

foi de 22 horas com um pulso inicial de 5s e faal25s, numa solugdo tampéo TBE 0,5x
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(Tris 0,891 M; acido bérico 0,90 M; EDTA 0,019 Mjrascido de 120uL de tiouréia 0,5 M
por litro de tampé&o. A eletroforese foi realizadsna temperatura de 13°C, utilizando uma
corrente elétrica de 5,9 V/cm e um angulo de 1£0i.usado como marcador de peso
molecular o fagd.ambda Ladde48,5 Kb. O DNA, apds a separacédo, foi corado com
brometo de etidio (0,5ug/mL) por aproximadamenten#ifutos e descorado em agua
destilada por mais 40 minutos, e a seguir visuddiza fotografado sob luz ultravioleta
(UV).

Os perfis de macrorrestricdo do DNA foram compasadsualmente e a relacéo
entre os isolados foi estabelecida utilizando-serérios baseados no numero de eventos
genéticos necessarios para provocar uma alteragdbaddas, os quais classificam os
isolados em: distintos, possivelmente relacionadpsyvavelmente relacionados e
indistinguiveis. Sao considerados isolados disitqueles que apresentaram sete ou mais
bandas discordantes; isolados possivelmente rakdos aqueles que apresentaram quatro
a seis bandas diferentes; provavelmente relacienadoeles que apresentaram até trés
bandas diferentes e isolados indistinguiveis, &gugbm o mesmo perfil de macrorrestricdo

(Tenoveret al 1995).

3.7 Transferéncia do gene codificador de ESBL poronjugagao

Os trinta e cinco isolados dKlebsiella pneumoniaeprodutores de ESBL
resistentes a ceftriaxona e sensiveis a estreptafmram selecionados para o processo de
transferéncia dos genes de resisténcia por corgagéccepeE. coli a-DH foi usada como
receptora dos plasmidios contidos nos isoladads. gmeumoniaeEssa cepa € resistente a
estreptomicina, ndo é capaz de fermentar a lacosd@o possui plasmidio. A técnica

utilizada foi adaptada de Cogeeal. (2002).
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Os isolados doadores e receptores foram cultivatdmdadamente, em &agar
MacConkey por 16 a 18 horas a 35°C. Com coléni@adss foi realizada uma suspensao
em caldo de Lurian-Bertani (LB) e incubadas a 354t&, atingir a fase exponencial de
crescimento por cerca de 4 horas. Posteriormeme3reL de caldo LB foi misturado uma
aliquota de 500uL do caldo contendo o isoladdKd@neumoniaecom uma aliquota de
500uL do caldo contendo a cepa receptora. As digessdes foram incubadas por 4 horas
a 35°C. ApOs esse periodo, 100uL da suspensao fespalhados com uma alca de
Drigalky sobre a superficie de uma placa contengar &1acConkey, adicionado de
30pg/mL de ceftriaxona e 300 pg/mL de estreptorajcipara selecionar as col6nias
transconjugantes. Cerca de seis colbnias foram nmewi@ subcultivadas em &agar
MacConkey suplementado com 30ug/mL de ceftriaxonaulemetidas a confirmacao
fenotipica da producdo de ESBL e ao teste de skast® aos antimicrobianos como

descritos nos iter3.3 e 3.4,respectivamente.

3.8 Questbes éticas

O protocolo da presente investigacao foi aprovadaspComissdes Cientificas e de
Etica da UCS e do HGCS (Anexo 3). Considerando<ara@ter observacional da pesquisa e
a obtencéo dos isolados clinicos provenientes ttaras de rotinas, ndo foi necessério

solicitar um termo de consentimento livre e nensfareesclarecimentos aos pacientes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serédo apresentados na forma deloaptétarrespondentes a trabalhos

enviados ou em preparacao para publicacéo.
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Paula Longaray Delamare; Afonso L. Barth; Sérgibewerrigaray ; Sérgio Olavo P. da Costa.
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ABSTRACT

The extended spectrufalactamase$ESBL) represent one of the most important problems
worldwide of resistance to thp-lactam antimicrobials that are commonly used ia th
treatment of many bacterial infections, caused bgmgnegative pathogens, especially
among members of thenterobacteriaceadéamily. The aims of this study are to establish
the prevalence of ESBL and determine the ESBL gémesinical isolates oE. coli and
Klebsiellaspp acquired in the community and in a hospitairenment in Caxias do Sul.
Of the total of 1346 clinical isolates (11&8cherichia coli 180Klebsiella pneumoniaand

4 K. oxytocd, 992 presented infection of community origin (38&ients interned and 754
not interned) and 354 patients with hospital intect Of the 953 isolates dE. coli of
community origin, 0.4% were ESBL producers, comgangth 6.7% of the 209 isolates
from a hospital origin. Among the 38 isolateskofpneumonia®f community origin, one
(2.6%) was an ESBL producer, compared with 43.7%hef142 isolates from a hospital
origin. Among the isolates &f. oxytocaone in three (33.3%) from a hospital origin hiael t
ESBL-producing phenotypéAnalysing the prevalence of ESBL producers in hiak.
coli over a period of three years, it changed from 4t8%0.8%, while foKlebsiellaspp
the high prevalence (>40%) did not alter signifitaimn this period. The presence of the
blactx.m gene was detected in 50.0%. (coli) and 82.8% Klebsiellaspp), theblagyy gene

in 11.1% E. coli) and 42.2% Klebsiellaspp) and thdlargm gene in 66.7%H. coli) and
95.3% Klebsiellaspp). ESBL-producing isolates Bf coli andKlebsiellaspp, constitute an
essentially nosocomial problem, since the dissetioinaf these bacteria to the community

has not been very significant.

Key words: ESBL, E. coli andKlebsiellaspp, community and hospital infectiotdactx-m

blasyyv andblargy genes
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Prevaléncia dep-lactamase de espectro ampliado emascherichia coli e Klebsiella spp

de origem comunitaria e hospitalar em Caxias do SURS, Brasil

RESUMO

As B-lactamase de espectro amplia@l©SBL) representam um dos mais importantes
problemas mundiais de resisténcia aos antimicroBipslactamicos comumente utilizados
no tratamento de muitas infec¢des bacterianasadaagor patégenos Gram-negativos, em
especial entre membros da familtaterobacteriaceaeEste estudo teve como objetivos
estabelecer a prevalénda ESBL e determinar os genes de ESBL em isolddlusas de

E. coli e Klebsiellaspp adquiridos na comunidade e no ambiente héapée Caxias do
Sul. Do total de 1346 isolados clinicos (1Estherichia coli 180Klebsiella pneumoniae

4 K. oxytocd, 992 apresentaram infeccdo de origem comunita88 pacientes internados e
754 néao-internados) e 354 pacientes com infeccapitatar. Entre os 953 isolados He
coli de origem comunitaria, 0,4% foram produtores de IESBmparados com 6,7% dos
209 isolados de origem hospitalar. Entre os 38atkmd deK. pneumoniaede origem
comunitaria, um (2,6%) foi produtor de ESBL, congur com 43,7% dos 142 isolados de
origem hospitalar. Entre os isolados e oxytoca um entre os trés (33,3%) de origem
hospitalar apresentaram o fenétipo produtor de E®Blalisando ao longo de um periodo
de trés anos a prevaléncia de produtores de ESBE.@arli hospitalares, passou de 4,3%
para 10,8%, sendo que pdtkebsiellaspp, as altas prevaléncias (>40%) nao se alteraram
significativamente durante o periodo. A presenc@elteblacrx.v foi detectado em 50,0%
(E. coli) e 82,8% Klebsiellaspp), o gendlasyy em 11,1% E. coli) e 42,2% Klebsiella
spp) e o gendlargy em 66,7% [E. coli) e 93,8% Klebsiella spp). Isolados d&. coli e
Klebsiellaspp produtores de ESBL, constituem um problemanegdmente nosocomial,

sendo que a disseminacao dessas bactérias a cawheibéin sido pouco expressiva.

Palavras-chaves:ESBL, E. coli and Klebsiella spp, infecgdo comunitéaria e hospitalar,

genedlacrx-m blaspy eblargm
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INTRODUCTION

Records of ESBL-producing clinical isolates haveeafd rapidly through Europe
and the United States since the first descriptibthem in 1983, in Germany, and are now
disseminated among members of theterobacteriaceadamily (3,7,16). They currently
represent one of the most important world problefmgsistance t@-lactam antimicrobials
commonly used in the treatment of many bacterfalctions (9,28).

The world prevalence of ESBL producers varies tyeatven among health
institutions in the same country. However it hagrbesignificantly greater in certain
geographical regions, including South America, cared to countries in the north and
northwest of Europe, the United States and Cangla Although it is more significant in
hospitals, the dissemination of these micro-orgasiutside hospitals is becoming an
incipient problem in some countries (4,23,31).

Traditionally ESBL appeared just after the introgon of third-generation
cephalosporins in the 80s, deriving from mutationge blargy-12 andblaspy-1 genes of the
B-lactamase plasmids (class A, subgroup 2b) whicte wedely disseminated at that time
(2). The ESBL (class A, subgroup 2be) of the TEEBHYV types are distributed throughout
the world, with more than two hundred enzymaticiarats catalogued. More recently,
several ESBL of types other than TEM or SHV haverbesported, especially from the
CTX-M family. The CTX-M family shares less than 408b identity with the TEM and
SHV types, is extremely heterogeneous and is thst mevalent type among the ESBL
other than TEM and SHV (http://www.lahey.org/stig)ieSome CTX-M p-lactamases
probably evolved from chromosomplactamases of different environmental species of

Kluyvera(5).
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The isolation of ESBL-producing bacteria has int@ot clinical-epidemiological
implications, since by preventing the administratf all penicillins, cefalosporines and
aztreonam it can lead to the excessive use of othide spectrum drugs, such as
carbapenemics, increasing the risk of the emergehgeinetobacterspp and®seudomonas
aeruginosawhich are resistant to carbapenemics (22). Furtbes, these isolates frequently
present co-resistance to antimicrobials other tRdactams, reducing even more the
antimicrobial arsenal and they have been descrihedumerous reports of outbreaks,
especially involvingKlebsiella pneumonigédout alsdescherichia col(21,25,27).

The aims of this study are to establish the premaeof ESBL and determine the
ESBL genes in clinical isolates Bf coli andKlebsiellaspp acquired in the community and
in the hospital environment during a period of ¢hyears, observed in the southern region

of Brazil.
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MATERIAL AND METHODS

Clinical isolates

We analysed a total of 1346 clinical isolates @ EScherichia coli 180Klebsiella
pneumoniaeand 4K. oxytoca collected from April 2003 to May 2006, in the &eal
Hospital and in a private clinical analysis laborgtin Caxias do Sul, Rio Grande do Sul,
Brazil.

The hospital in the study is a university hospitddich attends the population in
general and has a high degree of complexity folkvuq, surgery and clinical treatment. It
has 257 beds and offers medical care not onlyagdatal population, but also to the region,
which has around 980,000 inhabitants. Only onedbpettisolate from each patient was
included in the study, and it was classified awhether the origin of the infection was the
community or the hospital. The diagnosis of hospitiection was defined according to the
CDC (Centers for Disease Control and Preventio®). (The group of patients suspected of
having a community infection was considered tohmes¢ who were not in hospital, or had
been in hospital for less than 48 hours at the timthe collection of the clinical sample,
provided they had not been transferred from anobfeespital or been in hospital in the
previous two weeks (31).

The identification of the bacterial isolates asarelg kind and species was confirmed
using the conventional biochemical tests and theyewstored at -70°C in skim milk

medium at 20% (11).

Screening and confirmatory tests for ESBL producers

The laboratory identification of ESBL producers wasried out with the diffusion

method in accordance with the Clinical and Laboxagtandards Institute (CLSI) (10). All
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the isolates with inhibition hale the cut-off, for at least one of the following amtrobials

- aztreonam and cefotaxim& 7mm), ceftazidime<( 22mm), ceftriaxone<( 25mm)
and/or cefpodoxime<( 17mm) — were considered to be probable ESBL pradyucand
submitted to the confirming test with discs of aafpxime, ceftazidime, cefotaxime and
cefepime, combined with clavulanic acid. In theesgbn and confirmatory tests Oxoid®
discs were used, and the cefepime discs contaiiengulanic acid were prepared daily.
Isolates that showed in at least one of the twostsates standardised by the CLSI
(ceftazidime and cefotaxime) an increase>obmm in the diameter of the halos in the
presence of clavulanic acid were designated aatesolwith ESBL phenotype confirmed.
The standard strains. coli ATCC 25922 andK. pneumoniaeATCC 700603 were used

respectively as negative and positive controlsrofipction of ESBL.

Molecular characterisation by PCR

The bacterial isolates with confirmed ESBL phenetyyere submitted to PCR assay
to identify thebla tgm, bla syv andbla ctx-m genes, using thprimersdescribed by Paterson
et al. (2003) (28). All the reactions were carreed in a volume of 25uL with 0.75U dfaq
polimerase (Invitrogen®), using the following theoycling conditions: 5 minutes of
denaturation at 94°C, followed by 35 cycles of deraion (30 seconds at 94°C), annealing
(2.5 min at 60°C for CTX-M and SHV and 45°C for TEMxtension (2 min at 72°C),
finishing with an extension period of 5 min at 724Dd 15 min at 4.0°C. Th&.

pneumoniaéATCC 700603 strain was used as a positive cofardhebla sy gene.
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RESULTS

Population under study

Of the total of 1346 patients studied, 992 haéh&ection acquired in the community
(238 patients in hospital and 754 not in hospigal)l 354 an infection acquired in hospital
(Table 1). 1080 patients (80.2%) were female (89.8&%tong those with community
infections, however, and 54.8% among those wittpitaisinfections). The mean age with
standard deviation was 42.8 + 24.8 years, varywomf5 days to 97 years. The two most
widely represented age bands were from 22 to 66sywah 48.1% (55.6% of those with
community infections, however, and 29.9% of thost wospital infections) and over 60
years with 29.7% (21.4% of those with communityegtions, however, and 49.7% of those
with hospital infections) (Table 1).

The 354 patients with hospital infections wererthstted as follows, as regards the
three most representative hospital departmentsicalisurgical (41.8%), intensive care
(29.4%) and urgency and emergency (15.5%). Amberg288 patients in hospital with a
community infection, 40.7% and 38.7% were in thgemcy and emergency and in the
obstetrics unit, respectively (Table 1).

The most frequent site &. coli andKlebsiellaspp isolation was in the urine, with
86.3%, although only 54.2% of those of hospitagjiori The other clinical specimens varied
from 1.4% to 14.1% (blood), 0.8% to 7.1% (peritdnégquid) and 0.1% to 4.5%
(skin/surgical wound) among patients with commuaitygl hospital infections, respectively.
Samples from airways, catheter and pleural liguatemonly obtained from patients with

nosocomial infections, with percentages of 18.1%%land 0.6%, respectively (Table 1).
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Table 1 Characteristics of the population analysed. *

Origin of the infection

Characteristics . . Total
Community Hospital (n=1346)
(n=992) (n=354)
Females % (N) 89.3 (886) 54.8 (194) 80.2 (1080)
Age % (n=850) (n=354) (n=1204)
Mean £ SD 39.1+224 51.4+28.0 42.8 +24.8
Variation % (days - years) 42 — 93 5-97 5-97
<1 year (N/n) 3.4 (29) 11.6 (41) 5.8 (70)
1- 12 years (N/n) 7.3 (62) 5.4 (19) 6.7 (81)
13 — 21 years (N/n) 12.2 (104) 3.4 (12) 9151
22 to 60 (N/n) 55.6 (473) 29.9 (106) 48.1 (679
> 60 (N/n) 21.4 (182) 49.7 (176) 29.7 (358)
Unit where hospitalised % (N) (n=238) (n=354) (n=592)
Clinical-Surgical 5.9 (14) 41.8 (148) 27.67)
Urgency and Emergenéy 40.7 (97) 15.5 (55) 25.7 (152)
Intensive car 1.7 (4) 29.4 (104) 18.2 (108)
Obstetrics Centre 38.7 (92) 25(9 17.1 (101)
Paediatrics 1.7 (4) 4.8 (17) 3.5(21)
Surgical Centre 3.4 (8) 259 29 (17)
Obstetrics /Gynaecology 2.5(6) 1.1 (4) 1.7 (10)
High Risk Outpatient 2.9 (7) 0.3 (1) 1.4 (8)
Oncology Service 2.5 (6) 0.6 (2) 1.4 (8)
Chest Pain 1.4 (5) 0.8 (5)
Site of isolation % (N) (n=992) (n=354) (n=1346)
Urine 97.7 (969) 54.2 (192) 86.3 (1161)
Blood 1.4 (14) 14.1 (50) 4.8 (64)
Airways - 18.1 (64) 4.8 (64)
Peritoneal liquid 0.8 (8) 7.1(25) 2.5(33)
Skin/surgical wound 0.1(2) 4.5 (16) 1.3 (17)
Catheter - 1.4 (5) 0.4 (5)
Pleural liquid - 0.6 (2) 0.1(2)
Origin of the patients% (N)
Hospitalised 24.0 (238) 100.0 (354) 44.0 (592)
Non-hospitalised 76.0 (754) - 56.0 (754)
Hospital laboratory 23.5 (233) - 17.3 (233)
Non-hospital laboratory 52.5 (521) - 38.7 (521)

* Characteristics assessed in the study of 134&mgat with Escherichia colie Klebsiella spp
infections.® Adult and Paediatric; Urgency and Emergericintensive Care Unit (ICU): Neonatal,
paediatric and adulf; Seven isolates from bronchoalveolar lavage, 26 fn@cheal aspiration and

31 from sputum
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Prevalence of ESBL-producingt. coli and Klebsiella spp isolates

Of the total of 1346 clinical isolates, 1162 (86)3%ere identified a&. coliand 184
asKlebsiellaspp of which 180 (13.4%) werK. pneumoniaand 4 (0.3%K. oxytoca.Of
the 953 isolates dE. coli of community origin, 4 (0.4%) were ESBL producessmpared
with 14 (6.7%) of the 209 isolates of hospital origOf the 38 isolates df. pneumonia®f
community origin, one (2.6%) was an ESBL producempared with 62 (43.7%) of the
142 isolates of hospital origin. Of the isolateskofoxytoca one of the three of hospital
origin was an ESBL producer (Figure 1). Analysi®oa period of three years showed the
prevalence of ESBL producers at hospital levetircolito be 4.3% (year 1: April 2003 to
March 2004), 3.2% (year 2: April 2004 to March 2pQ®aching a figure of 10.8% (year 3:
April 2005 to March 2006). FoKlebsiellaspp, a high prevalence was maintained, being

45.5% (year 1), 40.6% (year 2) and 44.4% (year 3).

Isolates
n=1346
E. coli K. pneumoniae K. oxytoca
1162 (86,3%) 180 (13,4%) 4 (0,3%)
Community Hospital Hospital Community Hospital Community
953 (82,0%) | 209 (18,0%) 142 (78,9%) 38 (21,1%) 3 (75,0%) 1 (25,0%)
ESBL + { ESBL + ESBL + ESBL + ESBL +
4 (0,4%) 14 (6,7%) | |62 (43,7%) ( 1(2,6%) 1 (33,3%)

Figure 1. Percentage of isolates of ESBL-producksgherichia colandKlebsiellaspp of
community and hospital origin in the three-yearqubr
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Of the five patients of community origin with isdlon of ESBL-producing bacteria,
all had infections of the urinary tract, the mege and standard deviation being 61.6 £ 15.9
years and a variation of 34 to 77 years, while agrtbie 77 patients with hospital infections,
more than 60% of whom were male, the mean age tandad deviation were lower (46.5
+ 29.8 years), although with a wide variation o gfpur days to 92 years). Separately by
bacteria, the mean age and standard deviationtanps infected byKlebsiellaspp (4.8 +
2.9 years) was much lower, compared to those. afoli (40.7 = 31.7 years) (Table 2). Of
the 41 infants, 13 (31.7%) had isolation of baetemith ESBL phenotype (45.8% -
Klebsiella spp and 11.8% E. coli), of the 19 patients in the 1 to 12 year age b&nd,
(26.3%) patients (22.2%klebsiellaspp and 30.0%E. coli), of the 12 patients from 13 to
21 years, 3 (25.0%) patients (60.0%lebsiella spp), of the 106 patients from 22 to 60
years, 22 (20.8%) patients (45.2%Klebsiella spp and 4.7% E. col)), and of the 176
patients over 60 years old, 34 (19.3%), (43.1Bdebsiellaspp and 5.4% E. coli) (Table
2).

Considering the number of patients interned irdaxspital unit with that of isolates
with ESBL phenotype, 50.0% (2/4) were in the olgtefgynaecology unit, 36.5% (38/104)
in the ICUs (51.7% <Klebsiella spp and 15.9% E. col) and 19.6% (29/148) in the
clinical-surgical units (45.5%lebsiella spp and 4.3% E. col). Other units included
paediatrics (11.8%) and urgency and emergency¥d)(Pable 2).

Analysing the number of bacteria isolated in eacht@mic site, ESBL-producing
bacteria were identified in three (60.0%) cathe{@s0% -Klebsiellaspp), 21 (32.8%) in
airways (41.9% -Klebsiellaspp and 14.3% E. coli), 15 (30.0%) in blood (44.4% -
Klebsiellaspp and 13.0% E. coli), 35 (18.2%) in urine (49.0%klebsiellasppand 5.9% -
E. coli), one (5.9%) in skin/surgical wound (25.0%Klebsiella spp and two (8.0%) in

pleural liquid (25.0% Klebsiellaspp) (Table 2).
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Table 2 Distribution of the ESBL-producing. coli andKlebsiellasppisolateshy origin of the infection, demographic charactgegsof the patients and

site of isolation

ESBL positive E. cali

ESBL positive Klebsiella spp

ESBL positive E. coli and

(ESBL/total) (ESBL/total) Klebsiella spp (ESBL/total)
Characteristics Communit Hospital Communit Hospital Community Hospital
y (n=14) y (n=63) (n=5) (n=77)
(n-4) (n=1)

Females % (N) 50.0 (2) 50.0 (7) - 34.9 (22) 40.0 (2) 37229)(
Age (years)
Mean * standard deviation 59.8+17.3 40.7 ¥ 31. 69 48+29 61.6 +15.9 46.5 + 29.8
Variation 34 -77 8.3-88 69 2-92 34-77 h-92
< 1 year % (N/n) (0/28) 11.8 (2/17) (0/1) 4518/24) (0/29) 31.7 (13/41)
1-12 (0/60) 30.0 (3/10) (0/2) 22.2 (2/9) 0/6Q) 26.3 (5/19)
13-21 (0/97) (0/7) (0/7) 60.0 (3/5) (0/104) 25.0 (3/12)
22 - 60 0.4 (2/460) 4.7 (3/64) (0/13) 45.2 419/ 0.4 (2/473) 20.8 (22/106)
> 60 0.6 (1/175) 5.4 (6/111) 14.3 (1/7) 428/65) 1.1 (2/182) 19.3 (34/176)
Unit where hospitalised
% (N/n)
Clinical-Surgical (0/14) 4.3 (4/93) - 45.5 (25) (0/14) 19.6 (29/148)
Urgency and emergenty 1.1 (1/92) (0/36) (0/5) 31.6 (6/19) 1.3 (1/97) 10.9 (6/55)
Intensive car@ (0/4) 15.9 (7/44) - 51.7 (31/60) (0/4) 3638/104)
Paediatrics (0/4) 7.7 (1/13) - 25.0 (1/4) 430/ 11.8 (2/17)
Obstetrics /Gynaecology (o/6) 100.0 (2/2) - 2§0/ (o/6) 50.0 (2/4)
Oncology Service 16.7 (1/6) (0/2) - - 16.76)1/ (0/2)
Non-hospitalised % (N/n) 0.3 (2/729) 4.0 (1/25) - 0.4 (3/754) -
Site of isolation % (N/n)
Urine 0.4 (4/934) 5.8 (8/137) 2.9 (1/35) 420/65) 0.5 (5/969) 18.2 (35/192)
Blood (0/112) 13.0 (3/23) (0/3) 44.4 (12/27) (0/14) 30.0 (15/50)
Airways? - 14.3 (3/21) - 41.9 (18/43) - 32.8 (21/64)
Peritoneal liquid (0/8) (0/17) - 25.0 (2/8) (0/8) 8.0 (2/25)
Skin/surgical wound (0/1) (0/12) - 25.0 (1/4) - 5,9 (1/17)
Catheter - (0/1) - 75.0 (3/4) - 60.0 (3/5)

2 months;” days
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Prevalence ofbla genes

The presence of thalactx-.v gene was detected in 9 isolatesofcoli (50.0%) and
53 isolates oKlebsiellaspp (82.8%), thélasyy gene in 2 isolates d&. coli (11.1%) and
27 isolates oKlebsiellaspp (42.2%) and thielargm gene in 12 isolates &. coli (66.7%)
and 61 isolates dflebsiellaspp (95.3%) (Table 3).

Of the fourE. coli ESBL-producing isolates of community origin, 50.0%p, 50.0%
(2) e 25.0% (1) hadblactx-m, blaspy, andblarem genes, respectively. Of the E coli
isolates of hospital origin, in 78.6% (11) e 50.4%) blajem € blactx.v genes were
detected, respectively. In one isolate none ofgétrees analysed was found, and ke
gene was not present in these isolates of hogpigih. Of the total of 1&. coli ESBL-
producing isolates, 11 (61.1%) had only one gdsac{x.v, blasyy or blargw), and 6
(33.3%) a combination of two gend®acrx-m With blarew).

Of the 64K. pneumoniaeESBL-producing isolates, the only one of community
origin had the three genes analysed, whereas atheng3 of hospital origin 82.5% (52),
42.9% (26) e 95.2% (60) had thlactx-m, blasyy € blarem genes, respectively. One isolate
was also negative for the genes analysed. Outeftdtal of K. pneumoniagsolates, 5
(7.8%) had only one genélécrx.m or blarem) 38 (59.4%) a combination of two genes
(blacTx-m With blaspy, blactx-m with blargy or blagyy with blargym) and 20 (31.3%) the three
genes analysed. In the ory oxytocaESBL-producing isolate thblactx.v and blargm

genes were detected.
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Table 3: Distribution of thegenes of-lactamase detected by PCR in ESBL-produé&ngoli andKlebsiellaspp of community and hospital

origin

E. coli Klebsiella spp E. cali Klebsiella spp
Genes

(n=18) (n=64) Community Hospital Community Hospital

% (N) % (N) (n=4) (n=14) (n=1) (n=63)

% (N) % (N) % (N) % (N)

CTX-M 50.0 (9) 82.8 (53) 50.0 (2) 50.0 (7) 100.0 (1) 82.5 (52)
SHV 11.1 (2) 42.2 (27) 50.0 (2) - 100.0 (1) 42.9 (26)
TEM 66.7 (12) 95.3 (61) 25.0 (2) 78.6 (11) 100.0 (1) 95.2 (60)
Combinations -
CTX-M 25.0 (2) 14.3 (2) - 1.6 (1)
SHV 50.0 (2) - - -
TEM - 42.9 (6) - 6.3 (4)
CTX-M + SHV - - - 1.6 (1)
CTX-M + TEM 25.0 (1) 35.7 (5) - 49.2 (31)
SHV + TEM - - - 9.5 (6)
CTX-M + TEM + - - 100.0 (1) 20.2 (19)
SHV - - -
PCR negative - 7.1(1) 1.6 (1)
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DISCUSSION

Health care-related infections, mainly those a@glin a hospital environment and
especially those caused by multidrug-resistantebiaGt are regarded as one of the most
frequent complications which lead to prolonged le$stay, increase of morbidity and
mortality, and consequently of hospital costs. Amaoine Gram-negative bacilli, three are
considered to be particularly problematicAtinetobacterspp Pseudomonas aeruginosa
and several ESBL-producing types of tr@terobacteriaceatamily (27,29, 32,33,35).

E. coliandK. pneumonia@re among the enteric bacilli most frequently isadan
clinical samples. Regardless of the means of atiguif the infection, that of the urinary
tract was the most frequently observed pathology] the E. coli pathogen the most
frequently isolated, confirming that it is one dfet most common infectious diseases
diagnosed in outpatients and a common cause ofithbggfection. K. pneumoniaehas
been described as an important etiological agentintdctions of the urinary tract,
pneumonia and intra-abdominal and bloodstream ftiofex, being second only 6. coli,
and in hospitals affects newborns and the eldarig, in particular those with specific base
illnesses that compromise the immunological respdgthsl5,17). In this study, the main site
of isolation ofK. pneumoniaevas also the urinary tract, followed by the airsvand the
bloodstream. Analysing the age of patients witheatibns caused by ESBL-producing
Klebsiellaspp, it can be seen that these were more comnibe axtremes of the age band
(4 days — 92 years), compared with patients in wikSBL-producinge. coli was isolated
(8.3 months — 88 years), and particularly in pasiém intensive care units.

The combined prevalence of ESBL-produckigbsiellaspp ancE. coliin patients
with hospital infections of 21.8%, was quite simita that described in studies for Latin

America (27%) (34), which confirms that it is aises and growing epidemiological
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problem. It was also observed that the greatestafgece (49.4%) of these bacteria is in
ICUs (paediatric and adult), which is also compkrab results reported in institutions in

other countries (18,30). The localisation of thebbpem of bacteria resistance in ICUs is
understandable given the greater concentration ofensusceptible people exposed to
increasingly invasive procedures and possibly tieatgselective pressure resulting from the
use of antimicrobials.

The great majority of ESBL-producing bacteria wi&epneumoniagwith a high
prevalence (43.7%), similar to that reported fotin@merica (45%) and for Brazil (12).
However, it was different to that found for Cand8%b) or Europe, where the prevalence of
ESBL-producing bacteria is highly variable amongurmoes: about 2% in Holland or
almost 50% in Russia (6,9,14,35). Horcoli, we found a prevalence of ESBL producers
of 6.7%, which is similar to the prevalence desmilin Latin American countries, with a
variation from 5.0% to 8.9% (12).

As to the low prevalence of bacteria with ESBL pitgpe from the community,
2.6% for K. pneumoniaeand 0.4% forE. coli, similar results were observed in Brazil,
identifying a low frequency (1.48%) of ESBL-prodogi bacteria in the community,
including isolates oK. pneumoniagE. coli, Providencia stuartii Citrobacter freundiiand
Serratia marscencern(24).

In addition to the increasing detection of the pgssof multidrug-resistant bacteria
from the hospital environment to the outside, idodg nursing homes, more recently the
dissemination among the community of ESBL-produchagteria has been increasing
(2,4,19,20,31). In a study carried out in Spain®d.df theE. coli isolated in urine and
15.1% from hemocultures, both of community orighere ESBL producers, and in 64%
of the isolates, the CTX-M-9 type was seen to lesgmt (31). On the other hand, the clonal

dissemination of isolates of CTX-M-15 type-produriik. coli originating from the
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community has been demonstrated in the U.K., Paltagd Spain, in parallel with their
presence in hospitals and long term care facil{®8s26,36).

In this study we found a low prevalence of ESBLeguangE. coli (0.4%) andK.
pneumoniag?2.6%) originating from the community, and the GIWXgene was detected in
60% of the isolates. However, the epidemiologitah of these patients showed in three of
them co-morbidity with a neoplastic disease of phestate gland, including one who was
under health care (undergoing chemotherapy) andegnpnt woman with a recurring
infection of the urinary tract and, therefore, witevious use of antimicrobials (data not
shown).

Currently, in the United States, CTX-M ESBLs ahe tmost prominent type of
bacterial isolates from infections acquired in toenmunity. These isolates are in particular
of E. coli of urinary origin which presented ESBL CTX-M-15 dammulticlonal
dissemination. This has led to a reassessmenteohdled for screening in the routine of
ESBL-producing bacteria acquired from the commuyregpecially isolates d&. coli from
infections of the urinary tract (19).

The genes of the SHV group were detected in 3mfifhe isolates, 32.9% of which
were K. pneumoniaeAlthough most of the enzymes in this group ar&ESt is known
that thebla spyv-1 gene is chromosomic, does not have an extendettspe@nd is present
in most strains oK. pneumoniaeSimilarly, not all the TEM enzymes that were itifeed
in 66.7%(E. coli) and 95.3%K. pneumoniagecan be considered ESBL, such as TEM-1 and
TEM-2. Sequencing is therefore necessary to findifothey are codifiers of ESBL or not
(7,36).

To sum up, the data obtained in this study showeaet ESBL-producing isolates of
E. coli and especially ofKlebsiella spp are essentially a nosocomial problem, the

dissemination of these bacteria to the communiilybgting not very significant.
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Abstract

In the last decades, infections related to headile caused by extended spectrum
beta-lactamase-producing (ESBL-producing) bactefiathe Enterobacteriaceaefamily
have shown to be very important especially in thgpital environment. Accurate laboratory
detection of these isolates is fundamental for o®diconduct, treatment and the
implementation of measures of prevention and cbofrmfections. The aim of this study is
to assess the results of phenotypic screening anfirmatory tests for the detection of
ESBL, according to the recommendations of the (QiC3ihical and Laboratory Standard
Institutg, in clinical isolates oEscherihcia coliandKlebsiellaspp and correlate the results
with the presence obla em, bla shv € bla crxm genes. 1346 clinical isolates (1162
Escherichia coli 180Klebsiella pneumoniaand 4K. oxytocd were examined, which were
obtained from April 2003 to May 2006, in the HosgpiGeral and in a private clinical
analysis laboratory, both in Caxias do Sul, RS,zBralhe screening tests used the
substrates (aztreonam, cefotaxime, ceftazidimetrimebne and cefpodoxime) and the
confirmatory tests used the substrates (cefpodgxieitazidime and cefotaxime) combined
with clavulanic acid. Cefepime was added in bosttsteRegardless of the bacteria analysed,
ceftazidime was the substrate with the worst paréorce in the tests, with sensitivity lower
than 72.2% due to the high prevalenceblaf ctx-v genes, which was 50.0%:.( coli) and
82.8% Klebsiella spp). The other substrates used in the screemisig (tefpodoxime,
cefotaxime, ceftriaxone and aztreonam) had an kxteperformance in the detection of
ESBL in isolates oKlebsiellaspp (all with sensitivity of 100% and specifici#p4.0%).
The same was not observed fér coli isolates, and the only substrate with the best
performance was cefpodoxime (sensitivity of 10088d specificity of 75.0%). The use of
cefepime in the screening test with cut-off po®2mm E. col) and <27mm Klebsiella
spp) had an excellent performance with 100.0% #eitgiand specificity, thus being a
possible alternative to improve accuracy in detgcESBL-producinde. coliisolates.

Keywords: ESBL, CLSI, interpretative criteria
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1. Introduction

The ESBL-producing clinical isolates of teaterobacteriaceaégamily, especially
Klebsiella pneumoniagefollowed by Escherichia coli due to their high resistance to
antimicrobials, their increasing dissemination d@hdir clinical relevance, are important
pathogens from the point of view of world publicaltb (Paterson et al., 2003). This
mechanism of resistance reduces the effectiverfessdely used antimicrobials, since it
prevents the use of all penicillins, first- to fdugeneration cephalosporins, combinations
with beta-lactamase inhibitors and the monobactamiceonam (Paterson and Bonomo,
2005).

The accurate laboratory detection of ESBL produdasrdundamental for the
treatment of and implementation of measures forpiteyention and control of infections,
but is a challenge. The results generated by thditional tests of sensitivity to
antimicrobials may not show up the ESBL phenotypd, acausing the release of false
sensitivities, may lead to the wrong treatment @Byed, 2001). To identify ESBL producers
several phenotypic methods have been used: thasdastlised by the CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), disc approximatomes, the Etest® or semi-automated
systems.

All these methods are based on the property thBLE®e inhibited by clavulanic
acid, but there is not yet a consensus on the gfalddard methodology to be used in the
laboratory routine. There have been reports of dbexistence of other mechanisms of
resistance top-lactamics in isolates with the ESBL phenotype, rera of the
Enterobacteriaceadamily — mechanisms which can interfere in theeiiptetation of the
phenotypical tests for the detection of ESBL. Thdlofving mechanisms have been
reported: (1) the presence @flactamase of the AmpC plasmid-mediated type; (2)

modification of the permeability of the external mi@ane through loss or alteration of the
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porins; (3) the presence of new varieties of ES&Insidering that the ESBL form a very
large heterogeneous group of enzymes; and (4) tesepce of othef-lactamases
(Bradford, 2001; Jacoby, Walsh and Walker, 2006javid et al., 2006; Lartigueet al.,
2007; Pereet al.,2007).

The aim of this study was to assess the efficiaide phenotypical screening and
confirmatory tests in the detection of ESBL in ademce with the recommendations of the
CLSI, in clinical isolates oE. coli andKlebsiellaspp and correlate their results with the

presence obla tem, bla spv e bla ctx-w genes.

2. Materials and methods

2.1 Clinical isolates

We examined 1346 clinical isolates (l1l@&Xscherichia coli 180 Klebsiella
pneumonia&nd 4K. oxytoca collected from April 2003 to May 2006, in the hpitsl Geral
and in a private clinical analysis laboratory inx@a do Sul, in the north-east of Rio Grande
do Sul, Brazil.

Of the total of 1162 isolates &. coli, 4 (0.4%) out of the 953 of community origin
were ESBL producers, as were 14 (6.7%) of the 20fates of hospital origin. Of the 38
isolates oK. pneumonia®f community origin, one (2.6%) was an ESBL produes were
62 (43.7%) of the 142 isolates of hospital orighf. the three isolates df. oxytocaof
hospital origin, one was an ESBL producer.

The identification of the bacterial isolates asarelg kind and species was confirmed
using the conventional biochemical tests, and thene later stored at -70°C in a skim milk
medium at 20% until the sensitivity tests to antirobials were carried out (Abbott, 2003;

Boppet al, 2003; Winnet al.,2006).
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2.2 Screening and confirmatory test for ESBL producers

Bacterial isolates which had an inhibition halcartordance with the cut-off points
established by the CLSI, for at least one of thenaorobial substrates: aztreonam and
cefotaxime € 27mm), ceftazidime<{22mm), ceftriaxone{25mm) and/or cefpodoxime (
17mm), were considered to be probable ESBL produesrd submitted to the confirmatory
test with discs of cefpodoxime, ceftazidime, anfbixime, combined with clavulanic acid.
Isolates that showed in at least one of the twatsates (ceftazidime and cefotaxime) an
increase o 5mm in the diameter in the presence of clavulamicd were designated as
isolates with ESBL phenotype confirmed. These vadse tested with the cefpodoxime and
cefepime substrate adding clavulanic acid to chiécthese substrates, which are not
included in the criteria of the CLSI, would be aoddndicator of ESBL production. In the
tests Oxoid® discs were used, and the cefepimes disataining clavulanic acid were
prepared daily. The standard straischerichia coliATCC 25922 andK. pneumoniae

ATCC 700603 were used respectively as negativepasiive controls.

2.3 Molecular characterisation by PCR

The bacterial isolates with confirmed ESBL phenetygere submitted to PCR assay
to identify thebla gy, bla syy, andbla ctx-m genes, using the primers described by Bonnet
et al., (2001); Paterson et al., (2003). All thacteons were carried out in a volume of 25uL
with 0.75U ofTaq polimerase (Invitrogen®), using the following threacycling conditions:

5 minutes of denaturation at 94°C, followed by 36les of denaturation (30 seconds at
94°C), annealing (1.5 min at 60°C for CTX-M and SkdNd 45°C for TEM), extension (2

min at 72°C), finishing with an extension period ®fmin at 72°C and 15 min at 4.0°C
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(Paterseret al., 2003). TheK. pneumoniaeATCC 700603 strain was used as a positive

control for thebla spy gene.

3. Results

Of the total of 1162 clinical isolates &. coli, 95 (8.2%) had a reduction in their
inhibition halos for cefpodoxime<(17mm), ceftriaxone{25mm), ceftazidime<{22mm),
cefotaxime £ 27mm) and/or aztreonamt 7mm), and were classified as possible ESBL
produc

ers (Figure 1A). Of the positive isolates in theesting test, 81.1% (77 out of 95)
were not confirmed by the test with associationclafvulanic acid recommended by the
CLSI, that is to say 6.6% (77 out of 1162) of tkelates analysed. Of the 77 isolates not
confirmed as ESBL producers, 25 (32.5%) were inggliate, six of which (7.8%) were
resistant to cefpodoxime, two (2.6%) were interragdio ceftriaxone and aztreonam, and
three (3.9%) to cefotaxime. Further tests showeat tf the six isolates resistant to
cefpodoxime, four were also resistant to cefoxitine

Of the 184 clinical isolates dflebsiellaspp, 68 (37.0%) were positive considering
the same screening criteria (Figure 1B). Of thdtpesisolates in the screening test, 5.9%
(4 out of 68) were not confirmed by the test withsa@ciation of clavulanic acid
recommended by the CLSI. All of these w&epneumoniaeand represent 2.2% (4 out of
184) of the total of isolates analysed. These teslaot confirmed as ESBL producers were

sensitive to the five antimicrobials used in theesaing test.

88



A [ Escherichia coli (n=1162) ]
I
[ Screening test ESBL]

I
Positive Negative
95 (8,2%) 1067 (91,8%)

I_I

[ Confirmatoy test ESBL ]

[ Confirmed }[Non-Confirmed}

|

18 (1,5%) 77 (6,6%)
|
| |
Susceptible I ntermediate
CPD 46 (4,0%) CPD 25 (2,2%)
CRO 75(6,5%) CRO 2 (0,2%)
CAZ 77 (6,6%) CAZ O
CTX 74 (6,4%) CTX 3 (0,3%)
ATM 75 (6,5%) ATM 2 (0,2%)

%six isolates resistant

[ K. pneumoniae (n=180), K. oxytoca (n=4)]
I
[ Screening test ESBL ]
|

| |
Positive Negative
68 (37,0 116 (63,0%)

I_I

[ Confirmatoy tesESBL ]

[ Confirmed }[Non-Confirmed}

64 (34,8%) 4 (2,2%)
Susceptible
CPD, CRO, CAZ, CTX, ATM
4 (2,2%

®one isolate oK. oxytoca

Figura 1: Results of ESBL screening and confirmatory tegt3 H. coli, (B) Klebsiellaspp. CPD, cefpodoxime; CRO, ceftriaxone; CAZ,
ceftazidime; CTX, cefotaxime and ATM, aztreonam
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The best antimicrobials used as substrate for ¢heering of the ESBL phenotype
in E. coli andKlebsiellaspp were cefpodoxime, cefotaxime, ceftriaxone amleonam,
with 100.0% sensitivity, however with different sgecities according to the species. The
most specific substrate for the two species wagockfxime (75.0% E. coliand 98.5% -
Klebsiellaspp), followed by ceftriaxone (34.6%E- col)) and ceftriaxone and cefotaxime
(95.5% -Klebsiella spp), aztreonam (21.2%E. coli and 94.1% -Klebsiella spp) and
cefotaxime (19.1% E. coli) (Table 1). Ceftazidime failed to detect five ESploducing
isolates oE. coli(72.2% sensitivity) and 22 dflebsiellaspp (65.6% sensitivity).

The results of the inhibition halos for cefepimdiieh is not included as a screening
criterion by the CLSI, showed a variation of 112@mm among the 18 ESBL-producing
isolates ofE. coliand 6 to 27mm among the 64 ESBL-producing isolatédebsiellaspp,
two of which had a diameter of 25mm. Considering a cut-off point &f 27mm for
cefepime, the sensitivity for the two species Wag%.

The best antimicrobial used as a substrate forirtoafion of the ESBL phenotype
in E. coli andKlebsiellaspp, by the criteria of the CLSI through the additof clavulanic
acid, Table 1, was cefotaxime (sensitivity of 100.6r E. coli and 98.4% foKlebsiella
spp). On the other hand, ceftazidime failed to cetgght isolates oE. coli (sensitivity of
55.5%) and 27 isolates tflebsiella spp (sensitivity of 57.8%), thus showing the least
sensitivity and efficiency. However, both the sulists cefpodoxime and cefepime had a
sensitivity of over 90.0%, if analysed applying ttréeria of the CLSI of an increase of at

least 5mm in the inhibition halos when clavulariadas added.
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Table 1: Results of ESBL screening and confirmatoryests of E. coli

and Klebsiella spp

Antimicrobial

Breakpoint (mm) : __ : : :

Cefpodoxime Ceftazidime Cefotaxime Ceftriaxone Aztreonam Cefepime

<17 <22 <27 <25 <27

Screening test
E. coli (n=18)
M = SD (mm) 6,3+1,0 20,3+ 3,7 11,8+ 3,7 44,3 15,9 +3,8 17,2+3,0
Variation (mm) 6-10 10-25 6 -20 6-19 0122 11-22
Sensitivity (%)/ n° false - 100,0/0 72,218 0@,0/0 100,0/0 100,0/0 100,0/0
Specificity (%)/ n° false + 75,0/6 50,0/ 18 91 /76 34,6/34 21,2/ 67 100,0/0
Klebsiellaspp (n=64)
M + SD (mm) 6,3+1,0 20,8 +3,5 11,3+4.8 %@,2 11,3+4.8 16,0+ 3,9
Variation (mm) 6-12 11-27 6—22 6-20 -@2 6 — 27
Sensitivity (%)/n° false - 100,0/0 65,6 / 22 0Q,0/0 100,0/0 100,0/0 100,0/0
Specificity (%)/n° false - 98,5/1 98,5/1 @5/ 3 955/3 94,1/4 100,0/0
Teste confirmatorid
E. coli (n=18)
M + SD (mm) 10,4 + 3,2 49+3,1 11,6 +3,0 - - 74+15
Variation (mm) 4-14 0-11 5-17 - - 501
Sensitivity (%)/n° false - 94,414 555/8 1@0/ 0 - - 100,0/0
Klebsiellaspp (n=64)
M + SD (mm) 10,6 £ 3,5 48+2,8 12,8 +4,2 - - 8,6 +3,8
Variation (mm) 3-23 0-13 3-25 - - 342
Sensitivity (%)/n° false - 984/1 57,8/27 984/1 - - 93,8/4

4Screening and confirmatory test for ESBL produdsrshe criteria of the CLSI. Cefepime are not reomnded by CLSI.
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Comparing the results of the screening and confomaéaests for the 18 isolates of
E. coli with the ESBL phenotype with the ESBL genes detkcliable 2, of the five
isolates with false-negative tests using ceftazajinree had thélarem gene, one the
blactx-v gene, and in one none of the three genes analyasddetected. For the eight
isolates which did not show any increase in thabitibn halo with the addition of
clavulanic acid with ceftazidime, three had thlergy gene, two thédlacrx-m gene, two a
combination oblactx-m With blargm and in one isolate the PCR was negative.

Of the 23 isolates oK. pneumoniaghat were not identified as probable ESBL
producers by ceftazidime, Table 3, 12 héakrx-m with blargym genes, eight a combination
of blacrx-m, blasyy andblargy genes, two just thblargy gene and one a combination of
blasyy andblargy. Of the 26 isolates df. pneumoniaeavith a false-negative confirmatory
test for ceftazidime, 13 hdoacrx.v andblargy genes, nine a combination dilacTx-m,
blaspvy andblarem genes, two a combination bfasyy andblarew genes, two thélargu
gene, and one isolate had none of the three gesessed. The ESBL-producing isolate of
K. oxytocawas detected by the cefpodoxime, cefotaxime, eeftne and cefepime
substrates in the screening test and by cefpodoxintee confirmatory test, the genes
detected beinglactx-v andblargpm.

The presence of thielactx-.w gene was detected in nine isolate€otoli (50.0%)
and 53 isolates dflebsiellaspp (82.8%), thelasyy gene in two isolates &. coli(11.1%)
and 27 isolates oKlebsiella spp (42.2%) and thblargm gene in 12 isolates d&. coli

(66.7%) and 61 isolates Klebsiellaspp (93.5%).
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Table 2: Results of the screening and confirmatory testshe 18 isolates &. coli
with the ESBL phenotype groupethwhep-lactamase genes detected by
PCR

Screening test no. of isolates with-lactamase genes

Escherichia coli

CPD CRO CAZ CTX ATM (cTX-M SHV CTX- TEM PCR  Total

M negativ
+ e
TEM
+ + + + + 2 2 6 3 13
+ + - + + 1 3 1 5
Total 3 2 6 6 1 18
Confirmatory test
CPD CAzZ CTX FEP
+ + + + 1 2 4 3 10
+ - + + 1 1 3 1
- - + + 1
Total 1 2 1 6 1 18

CPD, cefpodoxime; CRO, ceftriaxone; CAZ, ceftazidjr@TX, cefotaxime; ATM,
aztreonam; FEP, cefepime

93



Table 3: Results of the screening and confirmatory testshfer64 isolates dflebsiellasp with the ESBL phenotype grouped with e
lactamase genes detected by PCR

Screening test no. of isolates with-lactamase genes
Klebsiella spp
CPD CRO CAZ  CTX  ATM CTX-M CTX-M CTX- CTX-M SHV TEM PCR Total
+ M + + + negative
SHV + SHV TEM TEM
TEM
+ + + + + 12 1 1 19 5 2 1 41
+ + - + + 8 11 1 2 22
+ + - - + 1 1
Total 20 1 1 31 6 4 1 64
Confirmatory test
CPD CAZ CTX FEP
+ + + + 11 1 1 18 4 2 37
+ - + + 8 10 2 1 1 22
+ - + - 1 2 1 4
+ - - - 1 1
Total 20 1 1 31 6 4 1 64

CPD, cefpodoxime; CRO, ceftriaxone; CAZ, ceftazidire; CTX, cefotaxime; ATM, aztreonam; FEP, cefepime
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4. Discussion

Recognition of all ESBL producers is of great daliconcern, since the extent of
the spectrum of resistance to third-generation aggiporins has limited the use of all
drugs of thep-lactamic class, including combinations wighlactamase inhibitors, the
inappropriate use of which can lead to failurelsf treatment and adverse clinical results
(Paterson and Bonomo, 2005).

At present, the CLSI does not recommend screenBi§LEproducing isolates for
Enterobacteriacea®ther thark. coli, Klebsiellaspp andProteus mirabilis(CLSI, 2008).
Nevertheless, the production of ESBL has been shawnother kinds, including
Citrobacter, EnterobacterMorganella, ProvidenciaProteus Salmonellaand Serratia
Research on these bacteria is particularly justif@ their increasing clinical importance
and for the possibility of horizontal transmissidue to the presence of ESBL genes in
plasmid systems (Bradford, 2001).

The performance of the phenotypical system of detecof ESBL-producing
bacteria can be significantly influenced by the egeomposition of the isolates assessed,
since the tendency is for the pathogens to produlegger number off-lactamases every
day, even in combination with other mechanismssistance (Hall et al., 2002).

The B-lactamases are the most heterogeneous group istarésenzymes, with
almost 700 differenp-lactamases described (Perez et 2007). The ESBL, the largest
group of the3-lactamases, of the TEM and SHV types are distethtihroughout the world,
with over 200 enzymatic varieties catalogued, thaejomity having the ceftazidimase
phenotype, and very few with the cefotaximase ptyg®o More recently, non-TEM and
non-SHV ESBLs have been reported, including cafiarses (PER, VEB, TLA-1 and

GES/IBC) and cefotaximases (SFO-1, BES-1 and th&-MITfamily). The CTX-M
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family, with more than 70 enzymatic types in fiv@yjmgenetic groups, is the most
prevalent type among the non-TEM and non-SHV ESBlbese are widespread in South
America, Asia, and certain countries in Eastern ofer (Bonnet, 2004,
http://www.lahey.org/studies).

The results obtained in this study showed thatptaportion of isolates with a
positive screening test but not confirmed as ESBidpcers by the confirmatory test was
particularly large foiE. coli (81.1%) compared t&lebsiellaspp (5.9%). Considering the
total of isolates analysed for each of the spediesse values were 6.6% and 2.2%
respectively. A recent study (Bell et &Q07), with data from the SENTRY Surveillance of
Resistance to Antimicrobials Programme, analysedpiievalence and the meaning of a
negative confirmatory test for ESBL after a pogtscreening test for 4515 isolateskof
coli and 2081 isolates d&f. pneumoniagobtained from nine countries in the Asia-Pacific
region, including South Africa, from 1998 to 2003e non-confirmed rates were 33.3%
for E. coliand 15.2% foK. pneumoniaeConsidering the total of isolates analysed fahea
species, the variation was from 0.6 to 7.2% (me@#fo3 among the different countries, for
the 4515 isolates d&. coliand from 0.8 to 19.2% (mean 3.1%) for the 208latssl ofK.
pneumoniaelt was also shown that 62% of the non-confirnsadates ofE. coliand 75%
of those ofK. pneumoniashared #-lactamase of the AmpC plasmid-mediated type. This
enzyme is not inhibited by clavulanic acid, whichyngo some way to explaining the false-
negative results observed. Our results also inglicthe possibility of the presence [bf
lactamase of the AmpC type @ coli, since, of the six isolates resistant to cefpoihexi
66.7% were also resistant to cefoxitine, which lgracteristic of an AmpC-producing
strain.

Several mechanisms that lead to the absence oftieteof ESBL-producing

isolates by the combination with clavulanic acidddeen described: (1) co-production of
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AmpC plasmid-mediate@l-lactamase; (2) hyper-production of TEM3dactamase irE.
coli which have onlyblarem genes; (3) the presence of Bldactamase ifK. oxytocaand of
SHV-1; (4) the presence of more than one type BLE$5) the occurrence of mutation in
porins; and (6) the presence of ESBL not contaimg@-lactamase inhibitors (Bradford,
2001; Jacoby, Walsh and Walker, 2006; Moland eR8D6; Lartigue et al2007; Perez et
al.,2007).

On the other hand, the loss of the two mainneo(OmMpK35 and OmpK36) in
ESBL-producing K. pneumoniaecauses resistance to cefoxitine, an increase in the
resistance to the extended spectrum cephalospa@nts,a reduction of susceptibility to
carbapenemics, particularly to ertapenem, besittes aonp-lactamic compounds, such as
flourquinolones (Martinez-Martinez, 2008).

The problems found with the ceftazidime substratdbe screening test (sensitivity
of 72.2% forE. coliand 65.6% foKlebsiellaspp) and in the confirmatory test (sensitivity
of 55.5% forE. coli and 57.8% foKlebsiellaspp) are a result of the greater prevalence of
CTX-M-type gene in isolation or in association wahother gene, the frequency being
50.0% inE. coli and 82.8% irKlebsiellaspp. The prevalence of tidarem gene was high
(66.7% forE. coli and 95.3% foiKlebsiella spp); however, the molecular detection test
used captures all types bfargm genes, including non-ESBL TEM-1 and TEM-2 ones.
Accordingly, it should be stressed that to obtameleble interpretation of the role of TEM
genes in the ESBL phenotype it would be necessadetine the specific TEM group by
means of markers or sequencing. Isolates with tBBLEphenotype were also found, in
both species, in which none of the three geneglresearched were found, which suggests
the existence of other types of ESBL in the straimalysed.

In short, the results obtained showed that theopmnce of the screening

substrates varied according to the species analgs@gpt for ceftazidime. Although the
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sensitivity was 100% for cefpodoxime, cefotaximefttaxone and aztreonam, the
specificities of these substrates were lowHorcoli isolates. Cefepime gave high values of
sensitivity in the screening and confirmatory te$ta cut-off point of< 27mm and an
increase of 5mm in the halo of the disc in assmoiatvith clavulanic acid were adopted
respectively. The same results were observed ubmglisc approximation method (data
not presented). In practice, the results obtaimelcate that laboratories which use only
ceftazidime in the screening test are subject gh harror rates (false-negatives) in the
detection of ESBL irkE. coliandKlebsiellaspp.

A greater proportion of isolates d. coli, compared toKlebsiella spp, had a
positive screening test and a negative confirmatesy, also being resistant to cefoxitine,
which suggests the involvement of another mechawinesistance, such as the presence
of AmpC-typep-lactamase and/or some alteration of permeabilitysed by the mutation
in genes of porins; these mechanisms are also targoin clinical and epidemiological

terms.
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RESUMO

Foram avaliados 62 isolados #e pneumoniageprodutores de ESBL, provenientes de
pacientes internados entre abril de 2003 a mak066, num hospital de ensino em Caxias
do Sul (RS), Brasil. Esses isolados foram submetaéldipagem molecular pela técnica
PGFE, ao PCR para a deteccdo dos gdiesrgm, bla spv, bla crx.m, a testes de
sensibilidade frente a 23 antimicrobianos pelo a@tde disco-difusdo e 35 isolados
submetidos a experimentos de conjugacao. Forarntifidados 22 padrGes de PFGE, sendo
11 padrbes com dois a 13 isolados. Esses 11 paedrdadveram 50 isolados de.
pneumoniag produtores de ESBL, com alta disseminacdo inispitalar entre seis das
sete unidades de internacdo do hospital e com slgadrées permanecendo por longo
periodo £ a um ano). Entre os 62 isoladoskdgpneumoniag59 (95,2%) possuiam o gene
blarem, 51 (82,3%) 0 gendlactxm, € 26 (41,9%) o gendlasyy, além de varias
combinacg@es 30 isolados cditactx-m + blatem, 19 isolados com trés genes, seis isolados
comblaspy + blarem € um isoladdlactx-v + blasyy, Ndo sendo observada correlagdo com o
padrdo de PFGE. Foram obtidos transconjugantes Gle(72,3%) isolados deK.
pneumoniagque representaram 10 gendtipos de PFGE, os gpisentaram fendtipo de
ESBL, além de resisténcia aos aminoglicosideos. iotados deK. pneumoniae
apresentaram ampla variabilidade gendmica, indwarfidrte pressado seletiva de
antimicrobianos, mas também disseminacdo multi€londicando transmisséo cruzada e
uma situacdo de endemia dessas bactérias no hogsit. pneumoniagrodutoras de
ESBL foram multirresistentes e capazes de tramsfsrgenes para ESBL e corresisténcia

aos aminoglicosideos.
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INTRODUCAO

As infeccOes relacionadas a assisténcia a saudegspecrial as nosocomiais,
representam um problema de saude publica com iemges implicacdes clinicas,
epidemioldgicas e de custos diretos e indireto®taa paciente, a instituicio como ao pais
(21). Agravando essa situacao, a resisténcia bacteriamargimicrobianos, amplamente
disponiveis, esta aumentando rapidamente em toamralo, e exigindo prioridade nas
acOes de controle e prevencao de infec¢bes partzctnultirresistentes (39, 43)

As beta-lactamases de espectro ampliado ESBL est#® 0s mais preocupantes
determinantes de resisténcia adquiridos e de emzegénundial, detectados em bacilos
Gram-negativos principalmente da familEnterobactericaeage com énfase para os
patdgenos nosocomiais, comdKiebsiella pneumoniaé3, 29 32). Esse mecanismo de
resisténcia impede o uso de todas as penicilimagetalosporinas de primeira a quarta
geracoes, as combinacdes com os inibidores deldmtanases e os monobactamicos.
Além disso, com frequéncia os isolados, produtdeeESBL, apresentam corresisténcias a
outros agentes antimicrobianos que ndo beta-lactdmmicomo os aminoglicosideos, as
tetraciclinas, as fluorquinolonas, o cloranfenea sulfametoxazol-trimetoprim (28, 29).

Somados aos problemas de carater terapéutico,ad@\atalizacdo dos genes que
codificam para as enzimas ESBL ser extracromosshraim plasmidios, transposons e/ou
integrons, a transmissao horizontal pode ser faddi e resultar na rapida disseminacao
intra-hospitalar desse fenotipo de resistencia433,

A K. pneumoniagém se destacado como um importante patégeno uysie
hospitalar e uma importante fonte de disseminaga@sisténcia aos antimicrobianos nesse
ambiente, especialmente aquelas produtoras de ESBE reconhecida como agente de
infeccdes do trato urinario, da corrente sanguidedrato respiratorio, do sistema nervoso

central, de infec¢des intra-abdominais e de feddaratéria. Com frequéncia atingem
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pacientes com doencas de base comprometedoraspmizstee imunoldgica, agueles nos
extremos da faixa etaria, expostos aos procediment@sivos e ao uso excessivo de
antimicrobianos (8, 14). Isolados He pneumoniaeprodutores de ESBL, também tém se
destacado como agentes causais de surtos hogstatauitas vezes, ocorridos em Unidade
de Tratamento Intensivo UTI neonatais e pediatriaas como bactérias de carater
endémico no hospital (17, 22, 35, 36, 46).
O presente trabalho teve como objetivo avaliar adande disseminacdo dos

isolados clinicos hospitalares Heebsiellapneumoniagrodutores de ESBL, e determinar

o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos degsdados.
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MATERIAL E METODOS

Local de estudo.Os isolados delebsiella pneumoniae, produtores de ESBL, foram
provenientes de pacientes com infeccdo hospitatdados no periodo de abril de 2003 a
maio de 2006, num hospital de ensino, localizaddCaxias do Sul, na regido Nordeste do
Estado do Rio Grande do Sul (RS), do Brasil. O Habkpseral de Caxias do Sul
caracteriza-se por ser de carater publico e decattgplexidade, presta assisténcia tanto a
populacdo local quanto a regional, perfazendo amexkamente 980 mil pessoas. Esta
instalado num prédio de seis pavimentos, possuRBld leitos, distribuidos entre as
unidades: Clinica Médica/Cirurgica (114), Obsté&f8inecologia (31), Pediatria (51),
Unidade de Tratamento Intensivo UTI Neonatal (1F)] Adultos (10), UTI Pediatrica
(10), Clinica Psiquiatrica (7), Servico de AtendmueMédico de Urgéncia e Emergéncia

(23) e Gestante de Alto Risco (4).

Isolados clinicosForam examinados 62 isolados clinicokd@neumoniagprodutores de
ESBL, obtidos de diferentes espécimes clinico®9%1uyrina, 19,4% sangue, 29,0% vias
aéreas, 4,8% cateter, 3,2% liquido peritoneatoifgida operatéria. Somente um isolado
por paciente foi incluido no estudo. O diagnéstieanfec¢cédo hospitalar foi definido pelos
critérios doCenters for Disease Control and Prevent{@8). A identificacdo dos isolados
bacterianos em género e espécie foi confirmaddizamdo-se provas bioquimicas
convencionais. Os produtores de ESBL foram armaiena -70°C em meiskim milka

20% 1, 45.

Teste de triagem e confirmatorio para produtores de&SBL. A deteccao dos isolados de

K. pneumoniagprodutores de ESBL, foi realizada pelo métodaideo-difusdo, conforme
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os critérios estabelecidos pdltinical and Laboratory Standards Institu€LSI/NCCLS),
para os testes de triagem e confirmatorio. Foramsiderados como provaveis produtores
de ESBL aqueles que apresentaram um halo de ioibig&cordo com os pontos de corte,
para pelo menos um dos substratos antimicrobisamiseonam e cefotaxima @7mm),
ceftazidima € 22mm), ceftriaxona <(25mm) e/ou cefpodoxima (17mm). Os isolados
gue mostraram em pelo menos um dos dois substcafitazidima e cefotaxima, um
aumento deX 5mm) no didmetro na presenca de &cido clavuléiticam considerados
como produtores de ESBL. Esses isolados tambénmfdestados com os substratos
cefpodoxima e cefepima, aos quais foi adicionaddoaclavulanico, mesmo ndo sendo
incluidos nos critérios do CLSI 2008. Foram utitiag, nos testes, os discos Oxoid®, cujo
preparo diario continha acido clavulanico. As cgpadroesEscherichia colATCC 25922

e K. pneumoniaeATCC 700603 foram usadas como controles negativpositivo,

respectivamente.

Tipagem molecular por eletroforese em campo elétric pulsado PFGE. A tipagem
molecular dos isolados ddebsiellapneumoniae, produtores de ESBL, foi realizada pelo
método de macrorrestricio de DNA seguida de etggsé em campo pulsado, apos
digestdo com tampéao de restricdo contendo 10U/uSpda(Invitrogen®), por 16-18h a
37°C. A eletroforese foi realizada no sistema CHBEF Il (Bio-Rad, Richmond, CA,
USA), com as seguintes condi¢cdes 0,5x TBE (Tri®D 8, acido bdérico 0,90 M, EDTA
0,019 M) acrescido de 120uL de tiouréia 0,5 M oo Ide tamp&o, agarose 1,2%, 13°C,
5,9 V/cm, angulo de 120°, por 22h com um pulsoiahide 5s e final de 25s. Como
marcador de peso molecular foi utilizado o fdgonbda Ladde8,5 Kb, sendo o gel
corado com brometo de etidio e fotografado. Ospdd macrorrestricdo do DNA foram

comparados visualmente e a relacdo entre os isostabelecida utilizando-se os critérios
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determinados por (42). Foram considerados isoldikisitos aqueles que apresentaram
sete ou mais bandas discordantes, isolados posgntd relacionados aqueles com quatro
a seis bandas diferentes, provavelmente relacisnadm até trés bandas diferentes e

isolados indistinguiveis, aqueles com o mesmolgfmacrorrestricao.

Caracterizagdo molecular por PCR do tipo de ESBLOs isolados bacterianos com
fenotipo de ESBL confirmados foram submetidos dism@le PCR para identificacdo dos
genesbla tem, bla sy, bla crx-m de trés classes de ESBL, utilizandoposners descritos
(4) e (30). Todas as reacOes foram realizadas mome de 25uL com 0,75U deaq
polimerase (Invitrogen®), utilizando-se das segsntondi¢cdes de termociclagem que
incluiram 5min de desnaturacdo a 94°C, seguido8Xeiclos de desnaturacdo (30
segundos a 94°C), anelamento (1,5min a 60°C pad&MEe SHV e 45°C para TEM),
extensdo (2min a 72°C), finalizando com um peride@xtensédo de 5min a 72°C e 15min
a 4,0°. A cep&K. pneumoniaeATCC 700603 foi utilizada como controle positivara o

genebla spy .

Transferéncia do gene codificador de ESBL por congacdo.Os trinta e cinco isolados
de Klebsiella pneumoniag produtores de ESBL, resistentes a ceftriaxon&nsigeis a
estreptomicina foram selecionados para o processwodjugacdo. A cep@. coli o-DH,
resistente a estreptomicina e lactose negativaisimila como receptora. A técnica utilizada
foi adaptada 10. Apos os cultivos do doador e tecegoladamente, em agar MacConkey
por 16 a 18 horas a 35°C, algumas colbnias forapesisas em caldo de Lurian-Bertani
(LB) e incubadas a 35°C até atingir a fase expdakde crescimento por cerca de 4 horas.
Posteriormente, foi misturada uma aliquota de 508glLcada dos caldos do doador e

recepto em 8mL de caldo LB e incubado por 4hords°&€. Apés esse periodo, 100uL da
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suspensao, foram espalhados com uma alca de DBrigalike a superficie de uma placa
contendo agar MacConkey, adicionado de 30ug/mL eferiaxona e 300 pug/mL de
estreptomicina, para selecionar as colOnias trasgantes. Cerca de seis colbnias foram
novamente subcultivadas em agar MacConkey suplaaemom 30ug/mL de ceftriaxona
e submetidas a confirmacgé&o fenotipica da produedeSBL e ao teste de sensibilidade aos

antimicrobianos.

Teste de sensibilidade aos antimicrobiano® metodologia dos testes sensibilidade aos
23 antimicrobianos foi realizada pela técnica decakdifusdo, Kirby-Bauer, conforme
recomendagdes do CLSI/NCCLS (9). Foram testado62osolados de&K. pneumoniae
produtores de ESBL e (37) isolados Klepneumoniaendo produtoras de ESBL. Foram
utilizados discos Oxoid® impregnados com o0s segairdntimicrobianos: ampicilina,
ampiclina/sulbactam, cefoxitina, cefalotina, cefpada, ceftriaxona, ceftazidima,
cefotaxima, cefepima, imipenem, ertapenem, aztrepn@entamicina, amicacina,
tobramicina, ciprofloxacina, gatifloxacina, sulfatmgazol/trimetoprim, nitrofurantoina,
acido nalidixico, estreptomicina, tetraciclina geticlina. Para a tigeciclina foram

utilizados os pontos de corte propostos p@&od and Drug AdministratiGFDA).
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RESULTADOS

Tipagem molecular. A tipagem molecular, pela andlise de eletroforesecampo pulsado
PFGE, revelou um total de 22 padrdes de macragégstdiferentes entre os 61 isolados
tipaveis. Um isolado (1,6%), entre os 62 testadosdnsiderado nédo tipavel, mesmo apdés
uma terceira tentativa. A analise dos perfis de PE&@nbém revelou a presenca de 11
(50,0%) padrbes com mais de um isolado, entre opaZi2bes observados. Desses 11
padrdes, dois isolados foram observados nos padkdd3 e Q), trés isolados (D e R),
guatro isolados (T), cinco isolados (G, H e O)sssolados F e treze isolados (K). Seis
padrdes (D, G, H, K, L e R) apresentaram subtipesfgram considerados como isolados
provavelmente relacionados. Os 11 perfis envolveBmisolados deK. pneumoniag
produtores de ESBL. Eles foram provenientes deep&es internados em duas unidades
(padrdes D - isolados em 2003 e 2006, P e Q -deslam 2005 e T - isolados em 2006),
em trés unidades (H — dois isolados em 2003 eetre2004 e O — isolados em 2005) e
guatro unidades (F e G — isolados em 2003 e Keedsolados em 2003 e oito em 2004).

A distribuicdo dos 11 gendtipos de PFGE por uniddéeinternacdo pode ser
visualizada nasT@bela 1)e (Figura 1). O padrdo K com o maior numero de isolados foi
encontrado na seguinte ordem cronolégica e deitacdio: os cinco primeiros isolados,
obtidos em 2003, tiveram entre eles uma diferemcd,d29, 34 e 59 dias de isolamento.
Esses isolados foram provenientes da Unidade @l@inirgica no 5° pavimento (primeiro
isolado), da UTI Adulto no 3° pavimento (segunéogeiro e quarto isolados) e da Unidade
Clinica-Cirargica no 6° pavimento (quinto isoladBara os demais isolados, obtidos em
2004, a diferenca dos dias de recuperacédo ensefalele 9, 54, 3, 3, 14, 85 e 28 dias.
Esses isolados foram oriundos da UTI Adulto (sexteétimo isolados), da Unidade

Clinica-Cirargica no 5° pavimento (oitavo isoladdg UTI Adulto (nono isolado), da
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Unidade Clinica-Cirdrgica no 5° pavimento décimaaddo, da Unidade Clinica-Cirurgica
no 6° pavimento (décimo primeiro isolado), da Udj@&ne Emergéncia no primeiro
pavimento (décimo segundo isolado) e da UTI Ad(dtcimo terceiro isolado).

A distribuicdo temporal dos 11 perfis evidenciou uempo minimo de
permanéncia dos padrdes no hospital de um méstijgeri®), de dois a sete meses para
seis padrdes (gendtipos F, G, L, O, P e T), atdwihl,1 meses (gendtipo K), um ano
(gendtipo H) e trés anos (genodtipo Byura 2. Chamou aatencdo o achado de um padréo
do subtipo (D padrdo D2) por se tratar de linpneumoniaele origem comunitaria de um
paciente ndo hospitalizado, entretanto que apresecbmorbidade com doencga neoplasica

de prostata.Kigura 3)
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Tabela I Distribuigdo dos 62 isolados #debsiella pneumoniaprodutores de ESBL de origem hospitalar por dataaamento, unidade de internacéo, gene
de beta-lactamases e conjugacéo de acordo conr&opadel PFGE.

Padrdo PFGE n° Unidade Pavi- Gene de beta-lactamases Conjugacao

isolados Data de isolamento de mento (n°isolados)
(n=62) internacéo Sim N&o
(n=26) (n=9)
A F, M 6 71413, 15/7/3, 25/2/4 Urgéncia e 12 CTX-M+TEM (3) A F M
NT? Q 9/4/4, 16/3/5 Emergéncia CTX-M+TEM+SHYV (2) Q
K 23/6/4 PCR negativo (1)
FP° GP 6 6/5/3, 8/5/3, 24/5/3, 14/6/3 UTI Neonatal 32 CTX-M+TEM (4) F° GP
N, O 10/5/4, 29/3/5 CTX-M+TEM+SHV (2) O N
K, K3, D1 19 9/1/4, 71314, 1/516 UTI Adulto SHV+TEM (3)
G,H1,0,P,V 8/6/3, 16/2/4, 7/2/5, 18/5/5, 28/5/6 CTX-M+TEM (5) G,H1,P
l,J, K¢, 19/8/3, 20/8/3, 27/8/3, 1/1/4, 20/7/4, CTX-M+TEM+SHV (11) J
K1°L,L1, 0" 24/9/3, 27/10/3, 29/11/3, 19/6/4, 20/5/5, o) o)
12/8/5
0 6 15/1/5 UTI Pediatrica ~ 4° CTX-M+SHV (1)
G, H1,H2, P 14/10/3, 30/4/4, 8/7/4, 17/2/5 CTX-M+TEM (4) H1, H2 G
H 26/6/3 CTX-M (1) H
C 1 3/5/3 Pediatrica CTX-M+TEM (1)
K,U 8 22/8/3, 25/5/6 Clinica-Cirdrgica 52 TEM (2) U
K3, Q 9/3/4, 5/5/5 SHV+TEM (2)
E,KLFT 5/5/3, 4/3/4, 16/6/3, 23/5/6 CTX-M+TEM (4) F, T
TP 16 16/5/6, 19/5/6 Clinica-CirGrgica 62 TEM (2) TP
K 22/3/4 SHV+TEM (1)
B,D, F® H, G1, 271413, 4/5/3, 26/5/3, 1/6/3, 26/7/3, 19/8/3, CTX-M+TEM (9) D, F° H, G1
R,S, U 21/1/6, 6/3/6, 23/416, R S
D, K2,R,R1 29/5/3, 2411213, 5/2/6, 21/2/6 CTX-M+TEM+SHV (4) D,R,R1

Os isolados com padrdes PFGE em negrito podenissedizados n&igura 1. 2NT: néo tipavel? Dois isolados; Trés isolados

111



Clinica - Cirargica
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Figura 1: Distribuicdo dos 11 padr6es de maoeetricdo com mais de um isola
envolvendo 50 isolados dKlebsiella spp produtores de ESBL saunidades ¢
internacdo do hospital. As letras e os quadradmsidos correspondem aos padrbe
PFGE e entre parénteses, o nimero de isoladoscadaf.> ¢ : Dois, trés e quat
isolado;, respectivament
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Genotipos de PFGE
Onmn®ITXr-rOUTvoO ™+

Meses

Figura 2: Distribuicdo temporal dos 11 padroes de PFGE cora deaum
isolado Hepneumonia@rodutoras de ESBL

A 1 2 3 4 ) 67 8 9 10

Figura 3: Padrées de macro-restricdo de 10 isoladosKdepneumoniae
produtores de ESBL. Legenda:— 48,5kb lambda ladder marcador de peso
molecular,Coluna 1: padréoD, Coluna 2: padrdoD1, Coluna 3: padraoD2,
Coluna 4: padraoR, Coluna 5: padrdoR1, Coluna 6: padrédoG, Coluna 7:
padraoL , Coluna 8: ndo-tipavel,Coluna 9: padraolL1, Coluna 10: padréao
H2.
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Deteccédo dos genes de ESBL por PCRos genedblactx.m, blasyy € blargy de beta-
lactamases, pesquisados nos 62 isolado¥.dpneumoniae59 (95,2%) dos isolados
possuiram o geneblargy, 51 (82,3%) isolados o ger®actx.v € 26 (41,9%0 o gene
blasyy. Um isolado foi negativo para os genes analisadlésias combinacdes génicas
foram verificadas: 30 isolados com os gebl@srx.m + blarem, 17 em 2003, 5 em 2004, 3
em 2005 e 5 em 2006), 19 isolados com os trés d8rezm 2003, 5 em 2004, 4 em 2005 e
2 em 2006), seis isolados com os gdnlasyy + blarey (4 em 2004, 1 em 2005 e 1 em

2006) e um isoladblacrx-m + blasyy em 2005Tabela 1

Experimentos de conjugagdoForam obtidos transconjugantes de 26 (74,3%) isslaa

K. pneumoniaalos 35 previamente selecionados, 0s quais repagaen 10 gendtipos de
PFGE (padréo, D, F, G, H, J, O, P, R e T.) Noveadus 25,7% nao conjugaram, mesmo
ap0s uma terceira tentativa e representaram osnsegygenotipos de PFGE (G, M, N, O,
Q, S, T e U). No grupo de isolados que nao congrgartrés isolados apresentaram
gendtipos de PFGE (G, O e T) também incluidos mpaicuja conjugacéo foi verificada.
Os gendtipos (G e O), de cada grupo, apresentasamesmos genes (ielactamase, ou
seja, 0s geneslactx.m + blarem € 0s geneblactx.m + blaspyy + blargy, respectivamente.

No entanto, os representantes do gendtipo T doogdas isolados que ndo conjugaram
possuiam apenas o0s gendsrgy, diferentemente daquele que conjugou que possuia

também o genblactx-w (Tabela 1)
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Os transconjugantes obtidos mostraram perfis dseistéacia aos trés
aminoglicosideos testados amicacina, gentamicindolramicina sugerindo que a
resisténcia aos beta-lactamicos, mediada por ESBLaos aminoglicosideos estao
associadas com a presenca de um plasmidio comjog&timesmo nao foi observado para
0s demais antimicrobianos ndo beta-lactamicos, casntbuorquinolonas ciprofloxacina e

gatifloxacina, a nitrofurantoina, o trimetoprimfamhetoxazol e o cloranfenicol.

Perfil de sensibilidade dos isolados dElebsiella spp produtores e ndo de ESBL aos
antimicrobianos. Os 37 isolados dK. pneumoniaando produtores de ESBL foram mais
sensiveis aos diversos antimicrobianos testadosdquaomparadas aos 62 isolados
produtores de ESBLT@bela 2) Todos os isolados nédo produtores de ESBL foram
sensiveis ao aztreonam e as cefalosporinas, exumttalotina e a cefoxitina, que
apresentaram sensibilidades de 81,1% e 94,6%,ctesprente. Os isolados produtores de
ESBL, por outro lado, apresentaram altas taxasedissténcia a esses antimicrobianos,
exceto a cefoxitina e a ceftazidima. Independentéenela producdo de ESBL, os
carbapenémicos imipenem e ertapenem inibiram eionesto de 100,0% dos isolados de
K. pneumoniaeDa mesma forma, a tigecilina foi ativa contra %&0@dos isolados, no
entanto, um isolado produtor de ESBL mostrou radolt intermediario. Entre os
aminoglicosideos, a amicacina apresentou maioridatie que a gentamicina e a
tobramicina contra os isolados produtores de E3Bira esses isolados, as sensibilidades
foram respectivamente de 37,0%, 17,7% e 9,7%, engupe os isolados ndo produtores
de ESBL apresentaram sensibilidades superiore&a ©O4acido nalidixico foi ativo contra
43,5% e as fluorquinolonas (ciprofloxacina e gaxificina) foram ativas contra

aproximadamente 48% dos isolados produtores de EBRIs de 83% os isolados néo

produtores de ESBL apresentaram sensibilidade ido aalidixico e fluorquinolonas. As
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combinagOes de ampicilina com sulbactam e pip@mactom tazobactam mostraram-se
pouco ativos com sensibilidades de 3,2% e 21,0%petivamente, para os isolados
produtores de ESBL, comparados com sensibilidagdesri®res a 75% para os isolados ndo

produtores de ESBL.

116



Tabela 2: Comparacao do perfil de sensibilidade aos 25 aotohianos testados entre
62 isolados d&Klebsiella pneumoniaprodutores de ESBL e 37 isolados néo
produtores de ESBL.

Agente antimicrobiano Klebsiella pneumoniae
ESBL positiva n-62 ESBL negativa n=37
% S % | % R % S % | % R

Ampicilina 0 0 100,0 5,4 5,4 89,2
Ampicilina/sulbactam 3,2 3,2 93,6 75,7 10,8 13,5
Piperacilina/tazobactam 21,0 86,5 27,4 94,6 0 5,4
Aztreonam 25,8 37,1 37,1 100,0 0 0
Cefalotina 0 0 100,0 81,1 54 13,5
Cefoxitina 83, 3,2 3,2 94,6 0 54
Cefpodoxima 0 0 100,0 100,0 0 0
Ceftazidima 85,5 11,3 3,2 100,0 0 0
Cefotaxima 1,6 30,7 67,7 100,0 0 0
Ceftriaxona 1,6 21,0 77,4 100,0 0 0
Cefepima 33,9 35,5 30,6 100,0 0 0
Imipenem 100,0 O 0 100,0 0 0
Ertapenem 100,0 0 0 100,0 0 0
Amicacina 37,0 21,0 42,0 97,3 0 2,7
Gentamicina 17,7 23 79,1 94,6 0 54
Tobramicina 9,7 84, 85,5 94,6 0 54
Acido nalidixico 43,5 8,1 48,4 83,8 54 10,8
Ciprofloxacina 50,0 6,5 43,5 94,6 0 5,4
Gatifloxacina 48,4 6,5 45,1 94,6 0 54
Nitrofurantoina 45,2 14,5 40,3 75,7 10,8 13,5
Trimetoprim/sulfametoxazol 43,5 6,5 50,0 75,7 0 24,3
Tetraciclina 69,4 25,8 4,8 91,9 0 8,1
Estreptomicina 58,0 6,5 35,5 62,2 21,6 16,2
Cloranfenicol 27,4 4,8 67,8 - - -
Tigeciclina 98,4 1,6 0 100,0 0 0

S: sensivel, I: intermediario, R: resistente
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DISCUSSAO

A tipagem molecular tem orientado as medidas arsaddtadas nos programas de
controle de infeccdo ao auxiliar na identificaca slirtos e de fontes de infeccdo, na
diferenciagdo de modos de transmissédo ou de disae&n do patdogeno. A epidemiologia
molecular é importante para as investigacfes dascides relacionadas a assisténcia a
saude, em especial as nosocomiais, causadas peéridmenultirresistentes, como as da
familia Enterobacteriaceaprodutoras de ESBL (33, 42, 44).

As beta-lactamases representam o principal mecanienresisténcia dos bacilos
Gram-negativos aos antimicrobianos beta-lactamacoglamente utilizados no tratamento
de infec¢Bes comunitarias e hospitalares (24, 1286$. dltimos 25 anos, as ESBL ou beta-
lactamases do grupo funcional 2be, tiveram um fogivo aumento na prevaléncia
mundial em patdégenos hospitalares de importanciaical especialmente enk.
pneumoniagseguida d&scherichia coli mas também em muitos outros géneros da familia
Enterobacteriaceaés, 30).

Os resultados da tipagem molecular, pela técnidaHi&E, obtidos nesse trabalho,
demonstraram uma grande variabilidade entre osd@&dos dd&. pneumoniagprodutoras
de ESBL, sendo observado 22 padrdes entre os Bbdsotipados. No entanto, além da
emergéncia de cepas exibindo genotipos unicos,mfoacdservados 11 perfis que
envolveram um total de 50 isolados lde pneumoniaeevidenciando uma disseminacgao
multiclonal dessas bactérias. Também foi observaaia alta transmissao intra-hospitalar
desses padrdes entre seis das sete unidadesrdagatedo hospital com isolamentoKle
pneumoniae produtoras de ESBL (nove padrbes com transmissdi@-hospitalar
envolvendo de duas a quatro unidades de internac@dg¢m disso, foi verificada a

permanéncia de perfis por um periodo proximo owesapa um ano. O padrdo K com 13
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isolados foi observado em quatro unidades de ia¢&m localizadas em diferentes
pavimentos do hospital, e isolados num periodo & fneses entre os anos de 2003 a
2004. Algumas pesquisas, por exemplo, (6, 12, 2,722, 26, 27, 31, 34) tém demonstrado
uma disseminagdo d&. pneumoniaeprodutoras de ESBL, de modo clonal e/ou
multiclonal, assim como néo clonal evidenciada pelpla variedade genémica encontrada

Nas espécies do génekdebsiella a infeccdo cruzada intra-hospitalar pode ser
bastante facilitada devido a presenca de fatoresjoc a capsula, que explicaria a
sobrevivéncia por periodos mais longos comparadagras bactérias enterais nas maos e
nas superficies ambientais (7). Sabe-se gkie @neumoniagalém de ser um patégeno,
principalmente hospitalar e oportunista, estd ptesaos seres humanos, colonizando a
nasofaringe e o trato digestorio. No ambiente haksgpi o trato digestorio dos pacientes e a
contaminacdo das méaos dos pacientes e/ou dos spofiss de saude representam 0s
principais reservatorios de transmissao Klapneumoniae além da contaminacdo de
diversos equipamentos médicos (11, 15, 19, 20, 3% alta porcentagem de pacientes
portadores intestinais d€. pneumoniaeprodutoras de ESBL, previamente a infeccdo
comprovam a importancia do trato digestério comsemeatério dessas bactérias.
Considerando essa situagcédo, embora a descontamimdeétinal seletiva possa ser uma
medida de controle de infec¢des causada&ppneumonia@rodutoras de ESBL, ainda ha
falta de concordancia sobre a sua real eficacia (41

A disseminacédo clonal sugere uma transmissao auradue implica na adocgao
de medidas de precaucdes de contato, incluindo pregyfm de aventais e luvas para o
contato com o paciente colonizado ou infectadadak a uma eficiente anti-sepsia (40).
Por outro lado, a grande variabilidade gendmic&ug influéncia da pressao seletiva dos
antimicrobianos e a implementacado de medidas basewaxcontrole do uso dessas drogas.

Entretanto, situacfes moleculares mais complexas ééergido em hospitais, onde a
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transferéncia horizontal de plasmidios que codiiica ESBL seja a responsavel pela
disseminacdo do mecanismo de resisténcia entreavessas bactérias (30). Os dados
obtidos pelas andlises de PCR, no presente tragbalnportam a possibilidade de
transferéncia horizontal, visto que diferentes Ppaslrapresentaram o mesmo gene de beta-
lactamase ou a mesma associacao de genes e isg@descamente ndo relacionados
possuiam semelhante gene ou combinacdo génica. Aléso, 74,3% dos isolados
transferiram o plasmidio que codifica as ESBL faraoli, demonstrando a presenca de
plasmidios conjugativos e a transferéncia horizatgstes genes de resisténcia.

Os resultados obtidos nos testes de sensibilidasle@@atimicrobianos mostraram
gue os isolados d€. pneumoniagprodutores de ESBL, avaliados, apresentaramtakas
de resisténcia a maioria dos antimicrobianos testagdando comparados aos isolados nao
produtores de ESBL. Esses resultados, observadpeerente estudo, sdo semelhantes aos
resultados de muitos estudos previamente publicatimsonstrando que os isoladoskde
pneumoniaecom fendtipo ESBL, s@o caracterizados pela mutigténcia tanto a beta-
lactamicos como aos antimicrobianos que néo betaracos.

Todos os isolados avaliados apresentaram de defeglel aos carbapenémicos e a
tigeciclina, independente da producéo de ESBL, texpara um isolado que mostrou um
resultado intermediario a tigeciclina. A tigecidinpertence a uma nova classe de
antimicrobianos, denominada de glicilciclinas, @ge inibindo a sintese protéica. Embora
seja um derivado semi-sintético da minociclinaaessrutura quimica resultou num amplo
e diferenciado espectro de acdo, com acao contiggreos Gram-positivos e Gram-
negativos resistentes a tetraciclina, o que jostifia sua caracterizacdo como uma nova
classe de antimicrobianos. Possui um amplo espeeracdo atuando contra bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo os mesilta familiaEnterobacteriacege
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produtores de ESBL, embora tenha uma acdo dimininéfde a espécies deroteus
Providencia Morganellae Pseudomonagl6, 38).

Em resumo, os resultados demonstraram uma gremdgbilidade gendmica
entre 0os 62 isolados d€. pneumoniageprodutores de ESBL, indicando forte pressao
seletiva de antimicrobianos. No entanto, a presdachl padrdes envolvendo 50 isolados,
evidenciou também uma disseminagdo multiclonaloeiapto, mostrando a ocorréncia de
transmissdo cruzada. Também foi observada uma ey@isdeminacédo intra-hospitalar de
padrdes, envolvendo seis das sete unidades denag@er localizadas em diferentes
pavimentos do hospital, bem como, uma situagcdmdemeia dessas bactérias no hospital.
As K. pneumoniae produtoras de ESBL foram multirresistentes, ingkis aos
antimicrobianos que néo beta-lactamicos, sendozeapae transferir genes de resisténcia

aos aminoglicosideos.
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5. CONCLUSOES GERAIS

1. Do total de 142 isolados analisados, constatounsa alta prevaléncia de isolados
de Klebsiella pneumoniag43,7%), produtores de beta-lactamase de espectro
ampliado (ESBL), em relacdo aos 209 isoladosEdeherichia coli(6,7%), no

Hospital Geral de Caxias do Sul (RS).

2. Somente 2,5% dos 38 isoladoskdebsiella pneumoniae 0,4% dos 953 isolados
de Escherichia coli ambos de origem comunitaria, foram confirmadosmao

produtores de ESBL.

3. Os materiais clinicos nos quais mais frequentéense obteve a identificacdo de
isolados deKlebsiella spp eE. coli, produtores de ESBL, de origem hospitalar,
foram as vias aéreas (32,8%), o sangue (30,0%lrena(18,2%). As unidades
hospitalares que apresentaram maior risco paralamento dessas bactérias foram
as Unidades de Tratamento Intensivo (Neonatal, dfedi e Adultos) (36,5%),

seguido pelas Unidades de Internacéo Clinica-Goasg19,6%).

4. Independente da bactéria analisada, o subsfuatonostrou o pior desempenho nos
testes fenotipicos (triagem e confirmatorio) padeteccdo de produtores de ESBL

foi a ceftazidima.

5. Os demais substratos, utilizados no teste dgeim (cefpodoxima, cefotaxima,
ceftriaxona e aztreonam), mostraram 6timo desengpeaha a deteccdo de ESBL
em isolados d&lebsiellaspp (todos com sensibilidade de 100% e espedifieid
>94,0%). O mesmo nao foi observado para os isold€&s coli, sendo o substrato
com melhor desempenho apenas a cefpodoxima (deteiei de 100,0% e
especificidade de 75,0%).

6. A utilizacdo do antimicrobiano cefepima, no ¢edé triagem com pontos de corte
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de <22mm E. col)) e de<27mm (Klebsiella spp), mostrou excelente desempenho
com 100,0% de sensibilidadE.(coli) e 93,4% Klebsiellaspp) e 100,0% de
especificidade, podendo ser uma boa alternativa paelhorar a acuracia na

deteccao de isolados Hecoli, produtores de ESBL.

7. Os isolados deKlebsiella spp, produtores de ESBL, apresentaram taxas de
resisténcia superiores aqueles apresentados gelagds nao produtores de ESBL

para varios antimicrobianos beta-lactamicos e efa-lactamicos.

8. De acordo com os testes de sensibilidade, osapanémicos (imipenem e
ertapenem) e a tigeciclina constituiram as Unigades terapéuticas mais seguras
para o tratamento das infec¢gOes causadaklpbsiella pneumonigegrodutoras de

ESBL.

9. O gene de beta-lactamdsargy foi 0 mais frequentemente detectado por PCR nos
isolados bacterianos analisados, estando presemt89¢0% deles, seguido pelo

geneblactx.m. verificado em 75,6%; e o geb&syy, em 35,4 %.

10. Os resultados da tipagem molecular pela téadc®FGE mostraram uma ampla
variabilidade gendomica, bem como, a ocorrénciaigeethinacdo multiclonal dos
isolados deéK. pneumoniag@rodutores de ESBL entre véarias unidades de iagéim
A presséo seletiva dos antimicrobianos sobre aofigta hospitalar associada a
falhas nas medidas para conter ou desacelerarsamidisacdo bacteriana estéao

contribuindo para a alta prevaléncia de isoladoduytores de ESBL.

11. Os isolados dK. pneumoniadoram capazes de transferir os genes para ESBL e
para corresisténcia aos aminoglicosideos, atraadsadsferéncia horizontal o que
pode representar um impacto importante nas medidasontrole e nas opcodes

terapéuticas para o tratamento de infec¢des poéris produtoras de ESBL.
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ANEXO 1

Formulario de estudos dos pacientes provenientes thospital Geral

Data da consulta: / / NUMHROAMOSTRA:
Nome: ESBL (+/--):
Registro: Pcte hoglmado: (sim/nao):

Procedéncia (cidade que mora):

Unidade de Internag&o: ( ) UTI adulto ( ) WPHdiatrica ( ) UTI Neonatal

(' )Unidade Clinico-Cirargica ( ) Unid. InteRediatrica ( ) Unid Urgéncia e emergencia
() Centro Obstétrico ( ) Centro Cirargico)(Unid. Int. Ginecol. ( ) Oncologia

( ) Género ( ) masculino ( )feminino

Data de nascimento: / / ldade:
Data internacéo: / / Data alta:/  Motivo inter.
/ / Dataalta: /  Motivo inter.
Data do exame positivo pdta coli ouKlebsiellaspp: / /

Material clinico:

Diferenca entre a data da internacao e do exarée:fdreencher se for recém-nascido).
Mais que 48 horas ( ) Sim ( ) Nao

Procedéncia do paciente:

( ) Residéncia Outro hospital Qia

() Hospitalizacao prévia Data de internacaguele hospital: / /
Damalta: / /

( ) Casade saude: Qual ? ta deanternacao : / /

Concluséo: Paciente considerado hospitalizado

() Mais de 48 horas de internagdo no momenisalamento da amostra
() Menos de 48 horas de internacdo com
() Hospitalizag&o prévia de 2 semanas ou tea@s€ia de hospital ou casa de saude
( ) Paciente considerado ndo-hospitalizado
() Menos de 48 horas de internagdo no momenisofmmento da amostra
desde que nao tenha sido previamentetabzpdos ha um més
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ANEXO 2

Formulario de estudo para recém-nascido

Data de nascimento: / /
Peso ao nascimento:
Procedéncia:
D Nascimento neste hospital

D Outro hospital Qual ?
Data de internacédo naquele hospital: / /

[ ] Residéncia

Idade gestacional:

Classificaca Pequeno para idade gestalcion
Adequado piaiede gestacional
Grande parade gestacional

Apgar 1° minuto:
5° minutos:
Doenca de base:

Infeccao: Materna Recém-nascido
Hespemples
Toxagmose

Rulkzo

] Citomegdiog | |
] Sl N

Conclusdd |  Paciente considerado hospidi

D Paciente considerado-indspitalizado

154



ANEXO 3

#
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