Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 43(4):430-434, jul-ago, 2010

Artigo/Article

Enterobactérias produtoras de ESBL em Passo Fundo, Estado do Rio

Grande do Sul, Brasil

ESBL-producing enterobacteria in Passo Fundo, State of Rio Grande do Sul, Brazil

Aldalise Lago', Sergio Roberto Fuentefria®’ e Daiane Bopp Fuentefria®’

RESUMO

Introdugdo: O principal mecanismo de resisténcia emergente entre Enterobacteriaceae é a
produgao de B-lactamases de espectro estendido, enzimas capazes de hidrolisar cefalosporinas-
de-amplo-espectro, que sao bastante utilizadas na terapia antimicrobiana de infec¢oes por
enterobactérias. Embora a resisténcia a esses agentes apresente grande variabilidade geogréfica,
os indices de resisténcia sao elevados em diversos paises. Métodos: Um estudo observacional,
transversal, descritivo e retrospectivo foi desenvolvido para avaliar a frequéncia de ESBL entre
cepas de Enterobacteriaceae obtidas no Hospital Sao Vicente de Paulo, Brasil. Resultados: A
producio de ESBL foi observada em 24,8% (n°=208/838) dos isolados avaliados. Isolados
de Escherichia coli representaram 46,2% (n°=96/208) do percentual de produtores de ESBL,
seguido de espécies de Enterobacter 30,3% (n°=63/208). A sensibilidade desses isolados ao
meropenem foi de 91,4% e a piperacilina/tazobactam de 67,4%. Conclusdes: Os indices de

ESBL encontrados confirmam a preocupagao mundial com este mecanismo de resisténcia.
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ABSTRACT

Introduction: The main emerging resistance mechanism relating to Enterobacteriaceae is
represented by production of extended spectrum B-lactamases (ESBLs). These enzymes have
the capacity to hydrolyze broad-spectrum cephalosporins and are greatly used for antimicrobial
chemotherapy on enterobacterial infections. Although resistance to these agents presents
remarkable geographical variability, the resistance rates are high in many countries. Methods:
A retrospective observational cross-sectional descriptive study was developed to evaluate the
frequency of ESBLs among Enterobacteriaceae strains obtained from Hospital Sdo Vicente de
Paulo, Brazil. Results: ESBL production was noted in 24.8% (n = 208/838) of the isolates
evaluated. Isolates of Escherichia coli represented 46.2% (n = 96/208) of the ESBL producers,
followed by Enterobacter species (30.3%; n = 63/208). The sensitivity of these isolates to
meropenem was 91.4% and to piperacillin/tazobactam, 67.4%. Conclusions: The ESBL levels

founded confirm the worldwide concern regarding this resistance mechanism.
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INTRODUCAO

A produgdo de P-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) é um importante mecanismo
de resisténcia em enterobactérias. O tratamento
de infec¢des causadas por cepas produtoras de
ESBL oferece um substancial desafio a terapia
antimicrobiana, pois as ESBLs sdo capazes de
hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de todas
as geragdes e monobactimicos, minimizando as
opgoes terapéuticas. Somente alguns antibidticos
[B-lactamicos conservam sua atividade frente a
cepas produtoras de ESBLs'. Aliado a isso, o uso
continuo e, muitas vezes inadequado, de agentes
antimicrobianos pode induzir & selecdo de cepas
multirresistentes™

As ESBLs estao frequentemente associadas
a infecgdes urindrias, pneumonias, septicemias,
bacteremias e meningites, entre outras inimeras
infecgdes®®. Os principais géneros produtores de
ESBLs, dentre as enterobactérias, sao Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus sp, Providencia
sp e Enterobacter sp*. Enterobactérias produtoras
de ESBLs estao amplamente disseminadas, ji tendo
sido reportadas na Franga, Estados Unidos, Reino
Unido, Grécia, Holanda, Hungria, Portugal, Bolivia,

Peru, Brasil, entre outros™!3.

Atualmente, existem mais de 150 variantes
conhecidas de ESBLs, as quais tem causado
grande preocupagdo entre microbiologistas e
infectologistas'*. A maioria das ESBLs, atualmente
conhecidas, é oriunda das mais antigas -lactamases
tipo TEM-1, TEM-2, e SHV-1%, as quais diferem dos
seus progenitores por poucos aminodcidos. Nessa
escala evolutiva, pode-se encontrar denominagdes
como SHV-2, OXA-10, PER-1, PER-2, VEB-1,
CTX-M, entre outras'* 1,

O monitoramento da ocorréncia de cepas
produtoras de ESBL em enterobactérias de interesse
clinico contribui para delinear a amplitude do

430



Lago A cols - Enterobactérias produtoras de ESBL

problema e para definir op¢des de tratamento e medidas de
conteng¢do adequadas'’. Como muito pouco é conhecido sobre
a ocorréncia de cepas produtoras de ESBLs em Passo Fundo,
RS, o objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de ESBLs
em isolados clinicos de enterobactérias no Hospital Sao Vicente
de Paulo (HSVP), bem como avaliar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos na presenca dessas

METODOS

Area de estudo

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Analises Clinicas
do Hospital Sao Vicente de Paulo (HSVP), em Passo Fundo, RS,
Brasil. Este hospital possui 560 leitos e 101 leitos de apoio e uma
drea construida de 45.000m?, realizando cerca de 28.000 internagoes
a0 ano.

Delineamento do estudo e coleta de dados

Realizou-se um estudo retrospectivo observacional transversal
que incluiu os pacientes internados no HSVP e cujas culturas
bacterianas foram realizadas, no periodo de julho a dezembro de
2007. Foram coletados dados demogréficos como sexo, unidade de
internagao hospitalar, nimero de registro laboratorial do paciente
e dados referentes ao paciente, como tipo de amostra biologica,
identificagdo bacteriana e antibiograma. Os dados dos pacientes com
culturas positivas para enterobactérias produtoras de ESBL foram
avaliados. Os dados foram coletados através do sistema interno de
computadores do HSVP, no Laboratério de Andlises Clinicas.

Identificacio de cepas, antibiograma e triagem fenotipica
da producao de ESBL

As amostras bioldgicas foram identificadas através da coloragio
de Gram e provas como fermentagao de glicose, sacarose e lactose,
motilidade, produgao de H,S, gds, indol e, quando necessério a
identificagdo foi confirmada pelo painel de Gram-negativos do
AUTO-SCAN-4 (Dade Microscan, Inc., Sacramento, CA, USA). O
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinado pela
metodologia de disco-difusdo, de acordo com as normas do CLSI
(Clinical Laboratory Standards Institute). A triagem fenotipica para
producdo de ESBL foi realizada pela técnica de disco aproximagio
também segundo as normas do CLSI (CLSI, 2007).

Anilise estatistica

A frequéncia de culturas positivas foi calculada. Sobre as culturas
positivas, calculou-se a frequéncia de infec¢oes causadas por
enterobactérias. Dentre as culturas positivas para enterobactérias, o
percentual de cepas produtoras de ESBL foi calculado. Os dados das
culturas positivas e cepas produtoras de ESBL foram comparados
com o tipo de amostra bioldgica, o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos testados e a dados demogréficos, como sexo e
unidade de internagdo. A andlise comparativa entre a presenca de
ESBL e as diferentes caracteristicas avaliadas foi realizada com o
teste Exato de Fisher. Para avaliar a relagdo entre infec¢do por cepas
produtoras de ESBL e as diferentes espécies bacterianas, tipos de
amostra bioldgica e unidades de internagio foi realizada uma anélise
univariada (Mantel-Haenszel Common odds ratio Estimate); a razao de
chances (ODs) e 95% de intervalo de confianga (CI) sao reportados.
Aanélise estatistica foi realizada através do programa SPSS (versao 11.5)
e p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Etica

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Projetos, pela
Comissio de Etica e pela Comissiao de Controle de Infeccio
Hospitalar do Hospital Sao Vicente de Paulo.

RESULTADOS

Foram analisadas durante o periodo de estudo 4.888 culturas.
O percentual de culturas positivas foi de 31,6% (n°=1.546/4.888).
Dentre essas, 54,2% (n°=838/1.546) foram identificadas como
enterobactérias. A Tabela 1 mostra que, dentre as culturas positivas
identificadas como enterobactérias 24,8% (n°=208/838) dos
isolados apresentaram teste de triagem positivo para produgio de
ESBL. Dentre os isolados produtores de ESBL, Escherichia coli foi a
espécie prevalente, com 46,2% (n°=96), seguida de Enterobacter sp,
com 30,3% (n°=63).

TABELA 1 - Principais géneros de enterobactérias encontrados entre os
isolados produtores de ESBL do Hospital Sao Vicente de Paulo (n° = 208).

Produgao de Producao
Enterobactérias ESBL (n°) de ESBL (%)
Escherichia coli 96 46,2
Enterobacter sp 63 30,3
E. coli sacarose negativa 14 6,7
Proteus mirabilis 12 58
Serratia sp 7 3,4
Klebsiella sp S 2,4
Proteus sp 4 1,9
Citrobacter sp B 1,4
Edwardisiella sp 1 0,5
Proteus vulgaris 1 0,5
Providencia sp 1 0,5

Os isolados produtores de ESBL foram recuperados
principalmente de amostras de urina (n°=79), secregio traqueal
(n°=23), aspirado traqueal (n°=17), escarro(n°=16). Outros tipos
de amostras bioldgicas, como cateteres, fezes, lavados e aspirados
bronquicos, ocorreram em menor frequéncia. Ao todo, ocorreram
129 casos de cultura positiva com produgio de ESBL em pacientes
do sexo masculino e 79 em pacientes do sexo feminino.

Foi observada uma variagao nos indices de culturas positivas
produtoras de ESBLs nos diferentes setores hospitalares, sendo que o
maior indice identificado ocorreuno Centro de Terapia Intensiva Central
(CTI-C) com 36 isolados, seguido do Posto 7 (P.07) com 33 pacientes
infectados e Centro de Cuidados Intensivos de Enfermagem (CCIE)
com 16 casos constatados. Outros setores também apresentaram culturas
positivas com producio de ESBLs, porém em menor numero.

Na andlise univariada, os seguintes géneros bacterianos
apresentaram relagdo com produgao de ESBL: E. coli, Enterobacter sp,
E. coli sacarose negativa e Serratia sp (p<0,05). Isolados do género
Enterobacter sp apresentaram 8,43 vezes maior chance de serem
produtores de ESBL, sendo que 49,6% de Enterobacter sp foram
produtores de ESBL. Dentre as diferentes amostras bioldgicas
avaliadas, escarro, urina, fezes, secrecio traqueal e liquido abdominal
apresentaram significincia estatistica (p<0,05); sendo que infecgdes
de liquido abdominal, secregao traqueal e urina apresentaram,
respectivamente 2,72, 2,35 e 1,9 maior chance de serem causadas por
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um isolado produtor de ESBL. Dentre todas as culturas positivas de
liquido abdominal, 29,6% foram causadas por cepas produtoras de
ESBL. Dentre as diferentes unidades de internagao que apresentaram
relagao significativa com presenga de ESBLs, os postos de enfermagem
P.07 e P.06 apresentaram chances 2,39 e 2,13 vezes maiores de
infecgdes por isolados produtores de ESBL (Tabela 2). Os dados
apresentados na Tabela 2 apresentaram p<0,05 e foram considerados
estatisticamente significativos.

Conforme esperado, 100% das cepas isoladas como produtoras
de ESBL foram resistentes a todas as cefalosporinas e aztreonam.
Foi observada 71,6% de resisténcia a sulfametoxazol/trimetoprim
e 32,6% de resisténcia a piperacilina/tazobactam, indicando a
possibilidade da presenca de outro mecanismo de resisténcia, além
de ESBLs. Néo foi observada resisténcia a tigeciclina (Figura 1).

TABELA 2 - Anilise univariada para varidveis associadas com infecgao por
isolados produtores de ESBL.

Odds Ratio
Varidveis analisadas (95% CI) Percentagem
Enterobacterias
Escherichia coli 2,23 (1,66-3,00) 20,7
Enterobacter sp 8,43 (6,73-12,4) 49,6
Escherichia coli sacarose negativa 1,99 (1,07-3,68) 23,3
Serratia sp 2,73 (1,18-6,31) 29,6
Amostras Biolégicas
escarro 0,45 (0,06-0,76) 7,2
urina 1,90 (1,40-2,58) 19,8
fezes 0,26 (0,12-0,56) 43
secre¢do traqueal 2,35 (1,43-2,87) 25,8
lavado bronquico 0,17 (0,02-1,22) 2,6
liquido abdominal 2,72(1,18-6,31) 29,6
Unidades de Internagao
emergéncia 0,38 (0,21-0,70) 6,2
Posto 07 2,39 (1,56-3,65) 25,6
CTI-Central 1,78 (1,20-2,65) 20,6
CTI-Pediatrico e Neo-natal 0,15 (0,02-1,07) 2,3
Posto 01 0,22 (0,54-0,92) 3,5
Posto 06 2,13(1,22-3,69) 24,3

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Resisténcia (%)

ATM: aztreonam (30ug)

CPM: cefepime (30ug)

TGC: tigeciclina (15pg)

PIT: piperacilina/tazobactam (110pg)
SUT: sulfametoxazol/trimetoprim (25ug)
CIP: ciprofloxacina (05ug)

MER: meropenem (10pg)
CAZ: ceftazidima (30ug)
GEN: gentamicina (10pg)
ETP: ertapenem (10pg)
CRO: ceftriaxona (30yg)
AMI: amicacina (30yg).

FIGURA 1 - Perfil de resisténcia dos isolados produtores de ESBL.

DISCUSSAO

Métodos fenotipicos confirmatdrios sio rotineiramente
utilizados para detec¢io de ESBLs em E. coli e Klebsiella sp. Com
o aumento da ocorréncia de ESBLs em outras enterobactérias, é
necesséario também avaliar a ocorréncia em espécies que
coli e ndo-Klebsiella sp. No presente estudo, a produgao de ESBLs foi

nao-E.

detectada em cinco géneros diferentes de enterobactérias, além de
E. coli e Klebsiella sp, mostrando a dissemina¢ao desse mecanismo
de resisténcia na familia Enterobacteriaceae (Tabela 1). A frequéncia
de isolados produtores de ESBL entre as enterobactérias estudadas
foi de 24,8%. Indices semelhantes foram reportados no Brasil, por
Mendes e cols'® que detectaram a presenga de ESBLs em 29% das
enterobactérias estudadas. A alta frequéncia de ESBLs encontrada
demonstra a importincia de pesquisar fenotipicamente a presenga
de ESBLs na rotina laboratorial, inclusive em espécies nao-E. coli e
nao-Klebsiella sp.

Como esperado, a espécie E. coli e E. coli sacarose negativa foram
as principais produtoras de ESBL entre as enterobactérias avaliadas,
representando 52,8% dos isolados produtores de ESBL. Dentre as
enterobactérias produtoras de ESBL, Enterobacter sp foi responsavel
por 30,3%. E sabido que a diminuigao na permeabilidade da bactéria
aos antimicrobianos e a produgao de outras -lactamases induziveis
podem mascarar a presenca de ESBL'**°. Airpin e cols* relataram que
49% dos isolados produtores de ESBL eram E. aerogenes, seguidos de
21% de K. pneumoniae e 15% de E. coli. O presente estudo mostrou
diferenga significativa quanto ao tipo de microrganismo isolado e a
produgio de ESBL (p<0,05). O maior ntimero de isolados produtores
de ESBL ocorreu entre isolados de E. coli e Enterobacter sp, sendo que
para este ultimo, a razao de chances foi de 8,43. Isso significa que, uma
vez que o patégeno é identificado como Enterobacter sp, ele apresenta
8,43 vezes maior chance de ser produtor de ESBL.

Existem controvérsias a respeito da importancia clinica de se
reportar ESBL em espécies produtoras de p-lactamases cromossdmicas
induziveis. As cefalosporinas de terceira geragao sao consideradas
resistentes para esse grupo. Contudo cabe a consideragao de que o
cefepime representa uma opgao terapéutica para os microrganismos
produtores de AmpC, ao passo que cepas produtoras de ESBL sao
resistentes™. A detec¢ao é epidemiologicamente importante porque
o gene de resisténcia estd localizado em plasmidios facilmente
dissemindveis®.

Sabe-se que os laboratérios que pesquisam cepas produtoras
de ESBLSs na rotina, ao confirmarem a produgdo desse mecanismo
de resisténcia, independente do resultado obtido in vitro,
automaticamente liberam os resultados de seus testes de sensibilidade
indicando que a cepa é resistente a todas as penicilinas, todas as
cefalosporinas e aztreonam®.

A terapia de infec¢Oes causadas por enterobactérias produtoras de
ESBLs ¢ geralmente dificil, uma vez que esses microrganismos nao
sdo0 somente resistentes a penicilinas, cefalosporinas e aztreonam,
mas sdo frequentemente associados a resisténcia a outras classes
de antimicrobianos®. As enterobactérias produtoras de ESBL
avaliadas no presente estudo mostraram-se bastante susceptiveis
aos carbapenémicos, principalmente meropenem. Uma forte
associagdo entre producio de ESBL e resisténcia a ciprofloxacina
foi observada. Luzzaro e cols' relataram isolados com o gene tipo-
bla caracterizadas por resisténcia a ciprofloxacina e gentamicina
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em mais de 70% dos casos. De maneira geral, os dados do presente
estudo suportam o uso de carbapenémicos como terapia empirica
em casos de infec¢des cronicas ou surtos nosocomiais. O uso
de fluoroquinolonas poderia ser justificado somente em casos
especificos de infec¢oes associadas 8 ESBLs.

Excluindo os carbapenémicos, piperacilina/tazobactam e
amicacina foram os antimicrobianos mais efetivos in vitro, com
susceptibilidades de 67,4% e 60,1%, respectivamente. Luzzaro e cols'”
encontraram perfis de susceptibilidade semelhantes e, nestes isolados,
detectaram o gene tipo-bla_, Baseado nesses dados, a piperacilina/
tazobactam em monoterapia ou associada & amicacina pode ser
uma opgao til para tratamento de infecgdes urindrias causadas por
microrganismos susceptiveis. Como sugerido anteriormente, em
infec¢des nio cronicas e situagdes nao de surto nio é necessaria
a administracdo de carbapenémicos. Essa medida pode auxiliar a
preservar o valor dessas drogas. Como os isolados multirresistentes
e produtores de ESBL deste estudo apresentaram altos indices de
susceptibilidade a tigeciclina, esta poderia ser utilizada como opgao
para o tratamento de infeccdes especificas®. Entretanto, existe um
argumento contra a expansiva disponibilidade desta droga por
apresentar potencial para o desenvolvimento de cepas resistentes.
Além disso, existe uma preocupagio de que a disponibilidade
nao restrita deste agente possa resultar que alguns antibiéticos
comumente utilizados, como fluoroquinolonas, cefalosporinas e
carbapenémicos, tornem-se mais propensos a induzir resisténcia
cruzada e causar danos colaterais em pacientes hospitalizados.
Embora o fendmeno de co-resisténcia nao tenha sido observado
até o momento, o potencial para o desenvolvimento de resisténcia a
tigeciclina é desconhecido®**.

Astaxas de ESBL encontradas entre as enterobactérias isoladas do
HSVP foram semelhantes as de outras institui¢des brasileiras. E. coli,
E. coli sacarose negativa e Enterobacter sp sio as de maior preocupagao.
A deteccao de producio de ESBLs na rotina laboratorial fornece
embasamento que auxilia na selecdo da terapia antimicrobiana
apropriada. Com a disseminagao de cepas produtoras de ESBL em
hospitais ao redor do mundo, é necessdrio conhecer a prevaléncia
de produgao de ESBL para desenvolver uma politica de terapia
empirica em unidades de alto risco, onde os indices de infec¢ao por
esses microrganismos sio elevados. Além disso, o conhecimento do
padrao de resisténcia de cepas em uma drea geografica guia o uso
correto e perspicaz de antimicrobianos. Hé a possibilidade de que o
uso restrito de um antimicrobiano leve a um retrocesso da pressao
seletiva e, bactérias resistentes nao terdao mais vantagem adaptativa
nesses ambientes®. Assim, os indices de ESBL encontrados
confirmam a preocupagao mundial da emergéncia deste mecanismo
de resisténcia.
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