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RESUMO

A producao de B-lactamases de espectro ampliado (ESBL) é um importante
mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos B-lactdmicos em Enterobactérias.
Sua pesquisa deve ser realizada para evitar que resultados falsos sensiveis paras
cefalosporinas e aztreonam sejam reportados nos testes de sensibilidade. Além
disso, informagdes sobre a ocorréncia de ESBL, contribuem para que medidas
preventivas sejam tomadas, a fim de diminuir disseminagcdo desse mecanismo de
resisténcia entre as bactérias. A pesquisa de ESBL é padronizada pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) apenas para Klebsiella spp.
e Escherichia coli, entretanto, as ESBL tém tido crescente incidéncia também em
outras enterobactérias. Para determinagdo da ocorréncia de ESBL em dois
hospitais universitarios de Curitiba, 498 amostras de enterobactérias foram triadas
por disco-difusdo, observando-se a redugéo do halo de sensibilidade a aztreonam,
ceftriaxona, cefpodoxima, ceftazidima ou cefotaxima. Entre as amostras
bacterianas testadas, 155 foram positivas no teste de triagem para ESBL, das
quais 121 (78%) foram confirmadas pelo teste de adicao de acido clavulanico. A
ocorréncia de ESBL encontrada foi de 24%, sendo em Klebsiella pneumoniae de
57,4 %, em Klebsiella oxytoca de 21,4% e em Escherichia coli de 7,2%. Em outras
enterobactérias ndo-Klebsiella spp. € nao-Escherichia coli a ocorréncia foi 21,6%,
demonstrando a necessidade da pesquisa de ESBL também nessas espécies. A
ceftriaxona e cefotaxima foram os antimicrobianos com maior sensibilidade no
teste de triagem (99,2%) e a combinagcdo cefotaxima/cefotaxima + acido

clavulanico foi a mais sensivel no teste confirmatorio (96,7%).



ABSTRACT

Production of Extended-spectrum p-lactamases (ESBL) is an important
mechanism of antimicrobial resistance in enterobacteria. Its detection should be
made to avoid reports of false susceptibility results by routine susceptibility tests in
producer strains, and also gives information for the adoption of control measures to
reduce dissemination of this mechanism of resistance among bacteria. Detection is
standardized by NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standard)
only for Klebsiella spp. and E. coli, however, ESBL has increasing occurrence also
in other enterobacteria. To determine the occurrence of ESBL in two teaching
hospitals of Curitiba, 498 isolates of enterobacteria were tested by disk diffusion to
select ESBL-producing bacteria, through the susceptibility reduction of aztreonam,
ceftriaxone, cefpodoxime, ceftazidime and cefotaxime, recommended by NCCLS.
Out of 498 isolates, 155 were positive in the initial screen test and 121 were
confirmed by clavulanic acid disk diffusion test. This work have shown that the
occurrence of ESBL in these hospitals is high (24%), with the percentage in K.
pneumoniae of 57,4%, K. oxytoca 21,4% and E. coli 7,2%. Among other
enterobacteria non-Klebsiella spp. and non-E. coli the occurrence has 21, 6%,
shown that to search of ESBL is necessary also in this species. Ceftriaxone and
Cefotaxime were the antibiotics with higher sensitivity for initial screen test (99,
2%) and the combination of cefotaxime/cefotaxime + clavulanic acid was the most

sensitive for confirmatory test.
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1. INTRODUGCAO

Os membros da familia Enterobacteriaceae sdo importantes patdgenos
humanos, especialmente em ambientes hospitalares, onde causam os mais
variados tipos de infecgdo tais como infecgdes do trato urinario, pneumonias,
meningites e septicemia, entre outras. A patogenicidade e alta incidéncia de
resisténcia a varios antimicrobianos presentes nessa familia € preocupante
(SADER, et al., 2001).

A resisténcia freqientemente encontrada aos antimicrobianos 3-lactamicos
€, na maioria das vezes, devida a producdo de B-lactamases associada ou ndo a
redugao na permeabilidade por mutagdo em porinas de membrana (LIVERMORE,
1995).

Nas ultimas décadas tém surgido “novas [-lactamases”, sendo que,
atualmente, mais de 340 tipos de B-lactamases s&o conhecidas (SHAH et al.,
2004). Entre os varios tipos encontrados em enterobactérias, as enzimas
derivadas de TEM e SHV, sdo as mais freqlentes. Mutagdes nos genes que
codificam B-lactamases TEM e SHV podem expandir o espectro de atividade
dessas enzimas, tornando-as capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas
(exceto cefamicinas: cefoxitina e cefotetan), incluindo as de amplo espectro
(ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima) e aztreonam, sendo chamadas de pB-
lactamases de espectro ampliado (ESBL). As ESBLs s&o predominantemente
derivadas de TEM e SHV; no entanto, algumas enzimas do tipo OXA e CTX-M
também mostram atividade contra esses antimicrobianos (BRADFORD, 2001).

As enzimas do tipo AmpC também conferem resisténcia as cefalosporinas
de amplo espectro, bem como a hiperproducdo de algumas outras (-lactamases.
Assim, a definicdo original de ESBL, primeiramente baseada nos substratos
hidrolisados, recentemente foi restrita aquelas inibidas por acido clavulanico
(STEWARD et al., 2001).

Os genes para producao de ESBL sao freqlentemente localizados em
plasmideos que podem ser transferidos entre diferentes espécies, disseminando a

resisténcia (GALANI et al., 2002). Esses plasmideos podem conter genes de
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resisténcia contra outros agentes antimicrobianos, e sdo altamente estaveis em
bactérias multirresistentes. Isso faz com que os isolados bacterianos sejam
resistentes a varias classes de antimicrobianos, limitando as opg¢des terapéuticas
(MULVEY et al., 2003). O tratamento de escolha para bactérias produtoras de
ESBL consiste dos carbapenémicos, B-lactdmicos resistentes a inativacéo
enzimatica (BUSH, 2001).

A incidéncia de ESBL, assim como o tipo de enzima predominante, varia de
regiao para regiao, e mesmo entre hospitais da mesma regido, sendo importante a
realizacao de estudos epidemiologicos locais com a finalidade de melhorar a
deteccdo das cepas produtoras, bem como alertar os clinicos sobre a
possibilidade de falha na terapia com B-lactamicos (SADER et al., 2001).

O NCCLS (National Comittee for Clinical Laboratory Standards) publicou em
1999, métodos para triagem e confirmacao da presenca de ESBL em Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca e Escherichia coli. Mais recentemente, o CLSI
incluiu também o Proteus mirabilis. Os testes de triagem baseiam-se no padréo de
sensibilidade das cepas as oximino-cefalosporinas, em especial ceftazidima e
cefotaxima. Os testes confirmatérios baseiam-se na comparagédo da sensibilidade
da bactéria na presenca de B-lactamicos, com e sem adicdo de um inibidor de -
lactamase, como o acido clavulanico. O aumento na sensibilidade com a adigao
do inibidor indica a produgéo de B-lactamases (NCCLS, 2004; CLSI, 2005).

A presenca de ESBL em uma bactéria, nem sempre produz resisténcia as
cefalosporinas detectavel pelos testes de sensibilidade aos antimicrobianos
realizados in vitro, ocorrendo porém, a resisténcia in vivo quando as infecgbes sédo
tratadas com esses antimicrobianos (MACKENZIE et al. 2002). A expresséo da
resisténcia depende da quantidade da enzima presente, sendo que, nem sempre
0s in6culos padronizados para os testes de sensibilidade aos antimicrobianos sao
suficientes para visualizacdo da resisténcia. Depende também da afinidade pelo
substrato, sendo importante a escolha dos antimicrobianos adequados para os
testes de sensibilidade, que variam com o tipo de enzima predominante
(BRADFORD, 2001).
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Apesar das ESBLs serem mais freqlientes em Klebsiella spp. e Escherichia
coli, varias outras espécies de enterobactérias tém sido descritas como portadoras
desse mecanismo de resisténcia, tornando necessaria a avaliagao da necessidade
de sua pesquisa também em espécies nao-Escherichia coli e nao-Klebsiella spp.
A principal dificuldade encontrada para esse propésito é a falta de um meétodo
padronizado e as interferéncias de outros mecanismos de resisténcia, como
enzimas do tipo AmpC e mutacdes em porinas de membrana (BRADFORD, 2001).

A ocorréncia de ESBL em diversas espécies de enterobactérias deve ser
determinada com o propoésito de verificar a necessidade da pesquisa em outras
espécies nao-Escherichia coli e nao-Klebsiella spp., e também de avaliar a
eficacia dos métodos de deteccéo utilizados. A sensibilidade e especificidade dos
métodos devem ser determinadas a fim de otimizar os testes e ainda prever o tipo

de enzima circulante nos hospitais estudados.



13

2. OBJETIVOS

e |Isolar e identificar enterobactérias produtoras de B-lactamases de espectro
ampliado (ESBL), em amostras clinicas de pacientes internados no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parana e no Hospital Universitario
Cajuru da Pontificia Universidade Catolica;

e Determinar a prevaléncia da produc¢ao de ESBL nas diferentes espécies de
enterobactérias isoladas nesses locais;

e Avaliar a necessidade da utilizacado de métodos de detecgdo de ESBL em
espécies nao-Escherichia coli e nao-Klebsiella spp. nos hospitais
estudados;

e Determinar o melhor substrato (cefalosporina de terceira geracdo e/ou
aztreonam) para deteccao de ESBL;

o Verificar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das cepas produtoras
de ESBL isoladas.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. ENTEROBACTERIAS

A familia Enterobacteriaceae envolve microrganismos ubiquos e
constituintes da microbiota intestinal normal da maioria dos animais, incluindo
seres humanos. Os membros dessa familia sdo bacilos Gram -negativos de
tamanho médio (0,3 a 1,0 x 1,0 a 6,0 um). Estes microrganismos sdo moveis
dotados de flagelos peritriquios ou iméveis, nao formam esporos e podem crescer
rapidamente em condi¢cdes aerobias ou anaerdbias, em uma variedade de meios
de cultura. As enterobactérias possuem exigéncias nutricionais simples,
fermentam glicose, reduzem o nitrato, séo catalase-positivas e oxidase-negativas.
A auséncia da atividade de citocromo-oxidase constitui uma importante
caracteristica, visto que, pode diferenciar as enterobactérias de outros bacilos
Gram -negativos fermentadores ou n&o-fermentadores (O’HARA, 2005).

Estas bactérias causam uma série de doengas humanas, incluindo 30 a
35% de todos os casos de septicemia, mais de 70% das infeccbes das vias
urinarias e infecgdes intestinais. Algumas enterobactérias, como Salmonella spp.,
Shigella spp. e Yersinia pestis, estdo sempre associadas a doencas em seres
humanos, enquanto outras, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Proteus mirabilis sdo membros da microbiota normal e podem causar infeccbes
oportunistas. As bactérias podem ser adquiridas a partir de um reservatoério animal
(a maioria das espécies de Salmonella e Yersinia), ou de um portador humano
(Shigella e Salmonella typhi); ou ainda, por disseminagdo endbégena dos
microrganismos do proprio paciente, podendo afetar varias partes do corpo
(FARMER, 1995).

Os membros da familia Enterobacteriaceae, presentes na microbiota normal
dos seres humanos, sdo capazes de causar infec¢gdes em varios orgaos, o que 0s
torna potenciais agentes de infecgdes hospitalares, sendo seu estudo importante
nesse ambiente. As enterobactérias sédo freqlientemente relacionadas a infecgbes
urinarias (CARSON e NARBER, 2004; TRAUTNER e DAUROWCH, 2004;
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BABCOCK et al., 2003; SU et al., 2003), pneumonias associadas a ventilacdo
mecanica (CHASTRE e FAGON, 2002), pneumonias nosocomiais em pacientes
pediatricos (ZAR e COTTON, 2002), septicemia neonatal (TAKAHASHI et al.,
2004; GUPTA, 2002), infeccdes de feridas em pé diabético (O'HARA et al., 2000)
e enterocolite necrotizante em recém-natos (BOCCIA et al., 2001).

As enterobactérias podem ser isoladas como agentes de infecgbes
oportunistas dos mais variados tipos, como meningite pés-cirurgica (PARODI et
al., 2003), bacteremia, endocardite, infecgédo intra-abdominal, meningite, infeccbes
oftalmicas, osteomielite (SANDERS e SANDERS, 1997), meningoencefalite,
septicemia em pacientes neutropénicos, urosepse neonatal, corioamnionites em
imunocomprometidos (O'HARA et al, 2000), pneumonias de alcoolistas e
pacientes com obstru¢ao pulmonar crénica (PODSCHUN e ULLMAN, 1998).

3.1.1. Resisténcia aos Antimicrobianos em Enterobactérias

As enterobactérias sdo de grande importancia no ambiente hospitalar, nao
apenas por seus fatores de viruléncia, mas porque podem apresentar resisténcia a
varias classes de antimicrobianos. Estudos de vigilancia de resisténcia aos
antimicrobianos em ambiente hospitalar mostram que na América Latina a
resisténcia em Gram -negativos € mais preocupante que em Gram -positivos
(SADER, 2000). Dentre os varios antimicrobianos usados na terapia
antimicrobiana contra Gram -negativos, os que apresentam indices mais criticos
de resisténcia sdo os beta-lactdmicos, as quinolonas, o sulfametoxazol e os
aminoglicosideos. O que dificulta ainda mais a escolha da terapia adequada é o
fato de muitas vezes a mesma bactéria apresentar varios mecanismos
combinados, sendo resistente a quase todas as classes de antimicrobianos
disponiveis (OPLUSTIL et al., 2001; GALES et al., 2002a; GALES et al., 2002b;
SADER et al.,2003; SADER, 2000).
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3.1.2. Resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos em enterobactérias

Os pB-lactdmicos representam a classe mais variada e mais amplamente
utilizada de antimicrobianos. Este grupo que inclui penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos € responsavel por aproximadamente 50% dos
antimicrobianos utilizados de forma sistémica, devido principalmente a sua baixa
toxicidade e a grande variedade de compostos disponiveis. A classificacdo mais
utiizada é baseada nas diferengas estruturais do antimicrobiano; porém,
subdivisdes baseadas no espectro de atividade e na estabilidade dos compostos
frente aos mecanismos de resisténcia bacteriana vém sendo utilizadas
(LIVERMORE, 1991). De acordo com a estrutura e espectro de atividade as
penicilinas com acéo contra Gram -negativos sé&o divididas em aminopenicilinas
(e.g. ampicilina), carboxipenicilinas (e.g. carbenicilina) e ureidopenicilinas (e.g.
piperacilina). As cefalosporinas sao divididas em cefalosporinas de primeira (e.g.
cefalotina); segunda (e.g. cefoxitina), terceira (e.g. ceftazidima, cefotaxima e
ceftriaxona) e quarta geracao (e.g. cefepime). Outros grupos de antibidticos [-
lactdmicos sdo os monobactamicos e carbapenémicos (LIVERMORE, 2001).

As cefalosporinas de terceira e quarta-geragcdes, monobactans e
carbapenens sao os B-lactdmicos mais utilizados no tratamento de infeccbes
causadas por enterobactérias (MENDES et al., 2000).

A atividade dos B-lactamicos é decorrente da habilidade desses compostos
de interferir com a sintese do peptideoglicano, componente fundamental da
parede celular bacteriana. A ligacado desses antimicrobianos as proteinas ligadoras
de penicilina (PBPs) prejudicam o elongamento e a divisdo celular (SPRATT e
CROMII, 1988), além de promoverem a liberacédo de autolisinas letais para as
bactérias (BEDNENKO et al., 1998)

As bactérias podem tornar-se resistentes aos (B-lactamicos através de trés
mecanismos principais, que sao a alteragéo do sitio de acdo (PBPs), a reducéo da
permeabilidade da membrana externa bacteriana e a producdo de B-lactamases
(SANDERS e SANDERS, 1992).
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A alteracdo do sitio de acado dos B-lactdmicos € uma caracteristica mais
comum em Gram -positivos e em Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis,
mas ja foi encontrada em Escherichia coli, onde a modificagdo de PBP 3 foi
associada a resisténcia a cefalexina e a algumas outras cefalosporinas (ROCH et
al., 2000). Resisténcia ao imipenem pode estar relacionada a altera¢des nas PBPs
em Enterobacter aerogenes (BORNET et al., 2003). As mutacbes que alteram as
PBPs fazem com que elas passem a apresentar baixa afinidade de ligacao aos [3-
lactamicos, ou levam a producédo de PBPs suplementares com baixa afinidade
aos [B-lactamicos, capazes de substituir as PBPs que se encontram inibidas
(LIVERMORE, 1991).

A alteracdo da permeabilidade da membrana externa s6 ocorre em Gram -
negativos, e geralmente € acompanhada da producdo de B-lactamases. A perda
de um ou mais canais da membrana externa pode implicar em altos niveis de
resisténcia, se estiver associada a inativagcdo enzimatica (NIKAIDO, 1989). A
perda das porinas OmpC e OmpF como causa de resisténcia tem sido relatada
principalmente em Escherichia coli e Salmonella typhimurium (NIKAIDO,1989). Em
Klebsiella pneumoniae duas porinas foram caracterizadas, a porina OmpK35
(homodloga a OmpF de Escherichia coli) e a OmpK36 (homdloga a OmpC de
Escherichia coli) (ALBERTI et al., 1995). A perda da porina OmpK36 esta
associada a resisténcia a cefoxitina e ao aumento da concentragéo inibitdria
minima (MIC) de cefalosporinas e quinolonas (MARTINEZ-MARTINEZ et al.,
1998). A associacao entre perda de porinas e resisténcia ao imipenem foi descrita
em cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de ACT-1, uma R-lactamase tipo
AmpC mediada por plasmidios (RAHAL, 2000). Em outros membros da familia
Enterobacteriaceae como Enterobacter cloacae e Providencia rettgerii, a
resisténcia aos carbapenémicos também tem sido relacionada a diminuicdo da
permeabilidade da membrana externa, associada a hidrélise pela hiperprodugao
de B-lactamases cromossémicas (CORNAGLIA et al., 1995).

O principal mecanismo de resisténcia das bactérias Gram -negativas aos -

lactamicos € decorrente da produgédo de B-lactamases, enzimas que catalisam a



18

hidrélise do anel B-lactamico, impossibilitando assim sua atividade antimicrobiana
(LIVERMORE, 1995).

3.2. Beta-lactamases

A producao de B-lactamases € a principal forma de resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos [B-lactdmicos. Elas tém sido designadas pelo Comité de
Nomenclatura Internacional em Bioquimica (Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry) como enzimas que hidrolisam amidas,
amidinas ou outras pontes C-N, separando as amidas ciclicas do anel B-lactamico.
Algumas B-lactamases utilizam zinco para romper o anel B-lactamico; entretanto, a
maioria age via éster de serina, pelo mecanismo representado a seguir
(GHUYSEN, 1993).
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Primeiramente a enzima associa-se de forma nado covalente ao anel [3-
lactdmico do antimicrobiano, e entdo o radical hidroxila livre do residuo de serina
presente no sitio ativo da enzima, ataca o anel 3-lactamico, formando uma ligagcéo
covalente acil-éster. A hidrélise do éster formado libera a enzima ativa e os
antimicrobianos hidrolisados e inativos. No caso das metalo-B-lactamases, o
ataque ao anel B-lactdmico é feito pelo zinco presente no sitio ativo da enzima
(LIVERMORE, 1995).
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3.2.1. Histérico das B-lactamases

A emergéncia da resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos surgiu antes
do primeiro B-lactdmico ser desenvolvido. A primeira B-lactamase cromossdmica
foi identificada em Escherichia coli antes da penicilina comecar a ser usada na
pratica clinica. A assim que se iniciou o uso da penicilina, emergiu a resisténcia
em Staphylococcus aureus, devido a produgédo de penicilinase codificada por
plasmidios, tendo essas B-lactamases rapida disseminagcdo entre os isolados
clinicos de S. aureus e outras espécies de Staphylococcus (BRADFORD, 2001).

Muitos géneros de bactérias Gram -negativas apresentam ocorréncia
natural de B-lactamases mediadas por cromossomos. Essas enzimas sao
estruturalmente relacionadas com as proteinas ligadoras de penicilina e
apresentam homologia em sua sequéncia (GHUYSEN, 1993). Seu surgimento
pode ser devido a pressao seletiva exercida por microrganismos do solo,
produtores de B-lactdmicos, como fungos e bactérias (SHAH et al., 2004). A
primeira p-lactamase mediada por plasmidios foi descrita em 1965 e encontrada
em uma cepa de Escherichia coli, isolada de hemocultura de uma paciente
chamada Temoniera, na Grécia, sendo assim chamada TEM (DATT e
KONTOMICHALOU, 1965). A origem de genes mediados por plasmideos e
transposons facilitou a disseminagdo de TEM-1 para outras espécies bacterianas.
Poucos anos apoés o primeiro isolamento, as [B-lactamases se espalharam pelo
mundo e podem ser encontradas em diferentes espécies de enterobactérias, além
de Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae
(MATTHEW, 1979). Outra B-lactamase comumente mediada por plasmideos
encontrada em Klebsiella pneumoniae e E. coli é a SHV-1 (sulfidril-variavel). A -
lactamase SHV-1 é codificada em cromossomos na maioria dos isolados de K.
pneumoniae, mas é usualmente mediada por plasmideo em E. coli (CHAMPS et
al., 1989).

Nos Ultimos 20 anos novos antimicrobianos -lactdmicos foram
desenvolvidos, e especificamente designados como resistentes a agéo hidrolitica

das B-lactamases. No entanto, com o uso abusivo desses novos antimicrobianos,
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novas [-lactamases emergiram. Presumivelmente, o uso dessas novas drogas
selecionou mutantes portando novas B-lactamases. Uma dessas novas classes de
antimicrobianos, chamada oximino-cefalosporinas (cefalosporinas de terceira
geracgao), comecaram a ser amplamente usada no tratamento de infec¢des graves
por bacilos Gram -negativos, na década de 1980 (MEDEIROS, 1997). Néao
surpreendentemente, a resisténcia mediada por [B-lactamases emergiu
rapidamente, sendo essas enzimas chamadas de B-lactamases de espectro
estendido (ESBL), devido ao seu amplo espectro de atividade, especialmente
contra oximino-cefalosporinas (BRADFORD, 2001).

Novas enzimas foram surgindo e por serem a principal causa de resisténcia
aos B-lactdmicos em bacilos Gram -negativos, elas tém sido objeto de extensivos
estudos microbiolégicos, bioquimicos e genéticos. Estes estudos ja revelaram a
existéncia de mais de 340 tipos de proteinas bacterianas, capazes de interagir
com variados compostos contendo anel B-lactamico (SHAH et al., 2004). Devido a
essa grande variedade, esquemas de classificagdo baseados em diferentes
caracteristicas das enzimas vém sendo propostos (BUSH, JACOBY E
MEDEIROS, 1995).

3.2.2. Classificagao das B-lactamases

Classificagcbes baseadas na estrutura molecular foram primeiramente
propostas por AMBLER (1980), quando somente quatro B-lactamases tinham sua
seqliéncia de aminoacidos conhecida; desta forma, as serina-B-lactamases foram
designadas classe A, em contraste com metalo- B-lactamases, que foram incluidas
na classe B. A classe C foi descrita posteriormente, e a classe D, que hidrolisa
oxacilina, foi segregada das outras serina-B-lactamases (BUSH, JACOBY e
MEDEIROS, 1995).

A classificagdo funcional, baseada em caracteristicas estruturais e
bioquimicas, proposta por BUSH, JACOBY e MEDEIROS (1995), divide as B-

lactamases em quatro grupos definidos de acordo com seus substratos e
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sensibilidade aos inibidores. O grupo 1 é composto de cefalosporinases nao
inibidas por acido clavulanico e pertencentes a classe molecular C; o grupo 2 inclui
penicilinases, cefalosporinases e B-lactamases de espectro estendido e que tém
seu sitio ativo sensivel aos inibidores, podendo ser das classes moleculares A ou
D; o grupo 3 de metalo-B-lactamases, hidrolisa penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos e é s&o pouco inibido por moléculas contendo anel 3-lactamico, e
inibidas por EDTA, pertencente a classe molecular B; e o grupo 4 é composto por
penicilinases nao inibido pelo acido clavulanico, pertencente ao grupo molecular
D. O grupo 2 pode ser subdividido em 2b (derivados de TEM e SHV), 2be
(ESBLs), 2br (afinidade diminuida com inibidores) e 2f (hidrolisam carbapenémicos
e sdo fracamente inibidas por acido clavulanico, com serina no sitio ativo).

Entre as enzimas mencionadas, trés tipos tém tido sua incidéncia em
ascensao no mundo todo. Sao as cefalosporinases do grupo funcional 1 mediadas
por plasmideos, as metalo-B-lactamases do grupo funcional 3 e o grupo 2be das
ESBLs, que é o maior dos grupos citados (BUSH, 2001).

As cefalosporinases do grupo 1 foram originalmente conhecidas como
enzimas cromossbmicas (AmpC) de Pseudomonas aeruginosa ou
Enterobacteriaceae, que podem ser induzidas por B-lactamicos como cefoxitina ou
ampicilina. Com a introducdo de ceftazidima e cefotaxima, a selegdo de cepas
hiperprodutoras da enzima comecou a ficar mais comum (SHANNON e PHILLIPS,
1986). A hiperproducédo dessas enzimas esta freqientemente associada com a
perda de porinas na membrana externa das bactérias, levando em alguns casos
nao somente a altos niveis de resisténcia as cefalosporinas, penicilinas e
monobactamicos, mas também a carbapenémicos (POIREL et al., 2004). Genes
codificando para enzimas do grupo 1 sao encontradas em grande numero de
copias em plasmideos. Esses podem ser transmitidos promiscuamente entre as
enterobactérias, resultando em cepas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
com altos niveis de cefalosporinases do grupo 1. Algumas dessas enzimas
incluem MIR-1, ACT-1 e série FOX ( BLACK, THOMSON e PITOUT, 2004;
COUNDRON, HANSON e CLIMO, 2003). Além disso, as cefalosporinases do
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grupo 1, codificadas por plasmideos, encontram-se freqlientemente associadas a
outras B-lactamases no mesmo organismo (PITOUT et al., 2003).

As metalo-B-lactamases sdo capazes de hidrolisar B-lactdmicos de todas as
classes quimicas, exceto os monobactamicos, e n&o séo inibidas por inibidores de
B-lactamases como o clavulonato ou o tazobactam. Geralmente ocorrem em
microrganismos que possuem outra B-lactamase néo correlacionada (YAN et al.,
2004).

As ESBLs conferem resisténcia as oximino-cefalosporinas,
monobactédmicos e ao cefepime em menor escala (BUSH, 2001).

TABELA 1 - ESQUEMA DE CLASSIFICACAO FUNCIONAL E ESTRUTURAL
PROPOSTO POR BUSH, JACOBY E MEDEIROS, 1995.

Classe Classe Substrato preferido | Inibido por Enzimas representantes

Funcional | molecular AC |EDTA

1 C Cefalosporinas - - AmpC; MIR-1

2a A Penicilinas + - Penicinases de Gram -

positivas

2b A Penicilinas; + - TEM-1;TEM-2 E SHV-1
Cefalosporinas

2be A Penicilinas; + - TEM-3 a TEM-26, SHV-2 a
Cefalosporinas SHV-6, K1 DE Kilebsiella.
(amplo-espectro); oxytoca

Monobactamicos

2br A Penicilinas * - TEM-30 a TEM-36, TRC-1
2c A Penicilinas, + - PSE-1; PSE-3;PSE-4
Carbapenémicos
2d D Penicilinas; + - OXA-1 a OXA-11, PSE-2
Cloxacilina
2e A Cefalosporinas + - Cefalosporinase induzivel de
Proteus vulgaris
2f A Penicilinas; + - NMC-A de Enterobacter
Cefalosporinas; cloacae, SMC-1 de Serratia
Carbapenémicos marcescens
3 B Todos B-lactamicos - + L1 de Xanthomonas maltofilia,
CcrA de Bacteroides fragilis
4 ? Penicilinas - ? Penicilinases de Burkholderia

cepacea

FONTE: BUSH, K.; JACOBI G.A.; MEDEIROS,A.A.. Antimicrobial Agents Chemother, v. 39, p.
1211-1233, 1995.
NOTAS ESPECIFICAS: AC= acido Clavulanico; (+) inibida ; (-) ndo inibida; ( ) pouco inibida.
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3.2.3 Distribuicao das B-lactamases

Os genes que codificam a produgcédo de B-lactamases podem estar
localizados em cromossomos ou plasmideos bacterianos, sendo as enzimas
consequentemente designadas cromossémicas ou plasmidianas. Quando a
bactéria ja possui uma B-lactamase cromossémica e passa a expressar uma outra
B-lactamase, juntamente com a primeira, devido a aquisicdo de genes codificados
em plasmideos ou transposons, a B-lactamase adquirida é entdo chamada de (3-
lactamase secundaria (LIVERMORE, 1995).

3.2.3.1. B-lactamases cromossOmicas em enterobactérias

As [B-lactamases sdo ubiquas em enterobactérias, exceto em Salmonella
spp., mas variam muito em quantidade, modo de producdo e em sua contribuicdo
para a resisténcia. Algumas espécies possuem enzimas do tipo molecular A, mas
a maioria apresenta a classe molecular C. A expressao pode ser induzivel, sendo
produzida somente na presenga de [-lactdmicos indutores; ou constitutiva,
produzidas na presenca ou auséncia de B-lactamicos em quantidade variavel, de
acordo com a espécie em que é encontrada (Tabela 2).

As espécies Escherichia coli e Shigella spp. possuem niveis insignificantes
de enzimas da classe C, chamadas AmpC néo induziveis. Essas bactérias podem
ser suscetiveis a ampicilina e cefalosporinas de primeira geragéo. A resisténcia s6
ocorre com antimicrobianos que possuam baixa permeabilidade como as benzil-
penicilinas. A resisténcia a outros antimicrobianos B-lactdmicos demonstra
aquisicao de B-lactamases secundarias. Eventualmente, E. coli pode produzir
grande quantidade de AmpC e conferir maior resisténcia, persistindo no entanto, a
sensibilidade aos carbapenémicos. Essas enzimas ndo sao inibidas por acido
clavulanico e o nivel de resisténcia promovido por elas € menor que em
Enterobacter spp. (NORMARK, GRUNDSTROM e BERGSTROM, 1980).
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TABELA 2 - B-LACTAMASES CROMOSSOMICAS E SUA EXPRESSAO EM
ENTEROBACTERIAS

Organismo Enzima Classe Classe Modo de expressao

molecular | funcional  [Mnquzivel | Constitutiva

Minima | Média | Alta

Escherichia coli AmpC C 1 - + - Rara
Shigella spp. AmpC C 1 - + - Rara
Enterobacter spp. AmpC C 1 + Rara - Freq.
Citrobacter AmpC C 1 + Rara - Freq.
freundii

Morganella AmpC C 1 + - - Freq.
morganiii

Providencia spp. AmpC C 1 + Rara - Rara
Serratia spp. AmpC C 1 + - - Freq.
Klebsiella SHV-1 A 2b - - + Rara
pneumoniae

Klebsiella oxytoca K1 A 2be - - + Freq.
Citrobacter Cefuroximase A 2e + Rara - Rara
diversus

Proteus vulgaris Cefuroximase A 2e + - - Rara
Proteus penneri Cefuroximase A 2e + - - Rara
Proteus mirabilis ~ ° - + - -

FONTE: LIVERMORE, D. M..; BROWN, D. F. J. Journal of Antimicrobial Chemoterapy, v. 48,
n.1, p. 59-64, 2001.

NOTAS ESPECIFICAS: (a) ndo definida (+) modo normal de expresséo, tipico da espécie; (Freq.)

freqentemente encontrada, quantidade varia de 10 a 50% de acordo com local; (rara) menor que

10%.

Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Serratia spp., Morganella morganiii,
Providencia stuartii e Providencia rettgeri possuem enzimas do tipo AmpC que tém
sua expressdo induzivel, sendo produzidas em quantidade insignificante na
auséncia de p-lactdmicos, e em grandes quantidades quando eles estao
presentes. A hiperproducdo permanente pode ocorrer devido a mutagdes no locus
amp D. A expressdo da resisténcia vai depender da habilidade em hidrolisar o
composto em questdo, do potencial indutor do mesmo e do nivel de expresséo da

B-lactamase. Ampicilina e cefalosporinas de primeira geracao séo labeis e fortes
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indutores, enquanto cefalosporinas de amplo espectro, ureidopenicilinas e
carboxipenicilinas s&o suscetiveis, porém, com baixo potencial indutor, n&o
apresentando resisténcia nos testes de sensibilidade, exceto em cepas com
producao desrreprimida. Os carbapenémicos sao fortes indutores; porém, estaveis
a hidrélise pelas B-lactamase e eficientes contra cepas com produgcdo de B-
lactamase induzivel ou desreprimida. Cefepime e cefpiroma sdo mais estaveis
contra as cepas com produgcdo de [B-lactamase desrreprimida que outras
cefalosporinas, devido a sua grande permeabilidade. Inibidores de B-lactamases
ndo sao eficientes, no entanto sdo fortes indutores (SANDERS e SANDERS,
1987).

Geralmente a cefoxitina tem atividade contra Serratia spp., Providencia spp.
e Morganella morgannii, mas nao contra outras espécies. Isso ocorre porque a
quantidade de enzima pode ser até 10 vezes menor nessas espécies (MORITZ e
CARSON, 1986). Outra diferenca interespécie é o fato do tazobactam poder inibir
a enzima de M. morganii o suficiente para potencializar a atividade da piperacilina,
mas nao a de outras espécies (AKOVA, BONFIGLIO e LIVERMORE, 1990). E
ainda, alguns isolados de Citrobacter freundii e Providencia spp. podem parecer
suscetiveis a ampicilina ( LIVERMORE, 1995).

A combinagdo com outros mecanismos, como reducédo da permeabilidade,
pode conferir resisténcia a todos os B-lactdmicos incluindo os carbapenémicos
(LIVERMORE, 1995).

O género Klebsiella geralmente produz B-lactamases cromossOmicas da
classe A. Muitas amostras de K. pneumoniae produzem [-lactamases
cromossémicas do tipo SHV-1, que ocorrem em outras enterobactérias como
enzimas codificadas por plasmideos (MATTHEW, 1979). Amostras de K. oxytoca
possuem tipicamente enzimas do tipo K1 ou KOXY (ARAKAWA, 1989). Todas as
B-lactamases de Klebsiella spp. sdo constitutivas e usualmente produzidas em
baixo nivel; no entanto, sdo suficientes para proteger contra ampicilina,
amoxicilina, carbenicilina e ticarcilina. Algumas cepas podem ndo expressar a

enzima e serem sensiveis a esses antimicrobianos. Deve-se ter cuidado ao
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interpretar os resultados do antibiogram a, pois a concentragao inibitdria minima
(CIM) é altamente dependente do in6culo (QUEENAM et al., 2004)

Também as cefalosporinas de menor espectro podem ser inativadas pelas
enzimas; no entanto, podem apresentar baixa CIM nos testes de sensibilidade
quando a produgdo da enzima ocorre em pequena quantidade (LIVERMORE,
1995).

A resisténcia aos [B-lactdmicos de amplo espectro pode ocorrer em
Klebsiella pneumoniae pela aquisicdo de plasmideos, contendo genes
codificadores para [-lactamases de amplo espectro (BRADFORD, 2001). Em
Klebsiella oxytoca a resisténcia pode ser devida a uma mutacédo que leva a
superproducdo da enzima K1 cromossémica. Na bactéria, a hiperproducédo da
enzima K1 tem como caracteristicas a resisténcia a quase todas as penicilinas,
cefuroxima e aztreonam; a resisténcia ou susceptibilidade intermediaria a
cefotaxima e ceftriaxona e susceptibilidade a ceftazidima. Esta udltima
caracteristica a distingue das enzimas TEM e SHV de amplo espectro, que
geralmente conferem resisténcia a ceftazidima. Além disso, a grande quantidade
de enzima presente torna as cepas resistentes a combinagées com sulfonas ou
com acido clavulanico. A enzima K1 tem seqiéncia de aminoacidos com 40% de
homologia com enzimas do tipo TEM, sendo considerada da classe molecular A
(ARAKAWA et al., 1989).

Proteus vulgaris e Citrobacter diversus produzem [(-lactamases
cromossdmicas da classe A, as vezes referidas como cefuroximases (grupo 2e de
BUSH, JACOBI e MEDEIROS). Essas enzimas tém propriedades hidroliticas
semelhantes a enzima K1, sendo ativas contra penicilinas, cefuroxima, ceftriaxona
e cefotaxima, mas, nédo contra ceftazidima, cefamicinas e carbapenémicos; ao
contrario, porém, das enzimas K1 que sao induziveis e tem atividade minima
contra aztreonam (BUSH, JACOBI e MEDEIROS, 1995).

Ampicilina, amoxicilina e cefalosporinas de primeira e segunda geragéo séo
labeis e fortes indutores apresentando CIM elevada em cepas induziveis ou

desreprimidas. Ureido (piperacilina) e carboxipenicilinas (carbenicilina), cefotaxima
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e ceftriaxona sao labeis, porém pouco indutores; e, portanto, permanecem ativos
nas cepas induziveis, sendo a resisténcia observada para esses antimicrobianos
apenas quando ocorre a produgédo da enzima devido a desrepressdo do gene.
Diferentemente das cepas de Enterobacter e Citrobacter freundii, mesmo os
mutantes desrreprimidos continuam sensiveis a ceftazidima, cefamicinas e
carbapenémicos. Além disso, as enzimas podem ser inibidas por acido clavuléanico
ou outro inibidor (OLIVA et al., 1990).

Em Proteus mirabilis, a expressdo de enzimas cromossOmicas &
negligenciavel, ndo ocorrendo relatos de superproducdo. A resisténcia pode
ocorrer  quando houver  aquisicdo de B-lactamases  secundarias
(LIVERMORE,1995).

3.2.3.2. B-lactamases Mediadas por Plasmideos e outras [B-lactamases
Secundarias em Enterobactérias

As enzimas de origem plasmidiana, embora muito variaveis, podem ser
divididas em alguns tipos predominantes. Geralmente sao diferentes das
cromossdmicas, mas algumas coincidéncias existem. O tipo SHV-1, por exemplo,
€ idéntico a B-lactamase cromossémica de Klebsiella pneumoniae (MATTHEW,
1979); também os tipos BIL-1, CMY-1, CMY-2, CMY-3, FOX-1, LAT-1, MIR-1 e
MOX-1 s&o B-lactamases AmpC cujos genes se originaram em cromossomos de
Enterobacter e Citrobacter spp. (BUCH, JACOBY e MEDEIROS, 1995). De modo
semelhante, acredita-se que todas as [-lactamases plasmidianas tém origem
cromossdmica, mas a fonte de muitas é desconhecida. A distribuigdo das enzimas
em plasmideos garante sua transmissibilidade e disseminagdo. Muitas das
enzimas tém seus genes localizados em transposons, facilitando sua
disseminacao entre diferentes plasmideos e microrganismos. Os transposons
podem ainda inserir-se em cromossomos, € quando iSSO ocorre em espécies que
ja possuem uma B-lactamase, como Serratia spp. € Enterobacter spp., as enzimas
sdo chamadas de B-lactamases secundarias (LIVERMORE,1995).
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O tipo mais comumente encontrado em enterobactérias é o tipo TEM-1,
sendo responsavel por 50% da resisténcia de Escherichia coli a ampicilina. Os
tipos TEM-2, SHV-1 e OXA-1 também s&o comuns; porém, em freqiéncia menor,
dentre muitos outros tipos (BUCH, 2001).

As B-lactamases classicas TEM-1, TEM-2, SHV-1, OXA-1, PSE-1 e PSE-4
possuem minima atividade contra as cefalosporinas de amplo espectro. As
enzimas TEM-1, TEM-2 e SHV-1, conferem resisténcia as cefalosporinas de
espectro estreito e penicilinas anti-bacilos gram -negativos (anti-BGN) (JACOBY e
CARRERAS, 1990). A enzimas do tipo OXA e PSE, das quais a mais comum em
enterobactérias é o tipo OXA-1, conferem resisténcia a ampicilina e
ureidopenicilinas, sendo a potencializacdo da atividade desses antimicrobianos
por inibidores considerada baixa. Cefalosporinas de espectro estreito sdo pouco
hidrolisadas e as de amplo espectro sao resistentes. Os tipos PSE-1 e PSE-4 tém
atividades semelhantes a classe TEM, sendo mais comuns em cepas de
Pseudomonas spp., freqientemente resistentes a acdo de inibidores, podendo
esta caracteristica ser dependente da permeabilidade a droga e as bombas de
efluxo (LIVERMORE, 1991).

As [B-lactamases de espectro ampliado (ESBL) s&o capazes de hidrolisar
cefalosporinas de amplo espectro e aztreonam, além das penicilinas anti-BGN.
Muitas ESBLs s&o mutantes TEM-1, TEM-2 e SHV-1, com um a quatro
aminoacidos substituidos. Essas trocas correspondem a menos de 2% da
seqliéncia da enzima, e sao suficientes para remodelar o sitio ativo e torna-lo
capaz de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro (BRADFORD, 2001).

As metalo-B-lactamases codificadas em plasmideos ja foram encontradas
em enterobactérias, conferindo resisténcia aos carbapenémicos em Kilebsiella
pneumoniae (GIAKKOUP et al., 2003).

A habilidade das pB-lactamases em conferir resisténcia depende da
localizacdo das enzimas, da eficiéncia hidrolitica, da quantidade de enzima

produzida e das condi¢des fisico-quimicas do meio (LIVERMORE, 1995).
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Quanto a localizagdo, as p-lactamases dos gram - positivos sé&o
extracelulares, e dependendo das condigdes de crescimento, podem se aderir a
membrana citoplasmatica. Em contraste, em gram -negativos encontram-se no
espaco periplasmatico, podendo alcangar concentragdes maiores e agir de
maneira mais eficaz sobre os f-lactamicos que estdo atravessando esse espaco
para atingir as PBPs (BUSH, JACOBI e MEDEIRQOS, 1995). A eficiéncia hidrolitica
depende do tipo da enzima e sua cinética, enquanto a quantidade depende da
regulacao da expressao do gene e da presenca de indutores.

A interferéncia dos fatores fisico-quimicos do meio deve ser minimizados
nos testes de sensibilidade, pela padronizagdo dos meios de cultura utilizados,
quanto a presenca de ions e pH. Além disso, a expressao da resisténcia depende
do in6culo bacteriano (LIVERMORE, 1995).

3.2.4 Testes para Detectar a Producgéo de B-lactamases

Os principais testes disponiveis comercialmente para deteccdo das -
lactamases podem ser divididos em trés grupos: testes cromogénicos, testes
acidimeétricos e testes iodométricos.

Os testes cromogénicos s&o os mais utilizados, e detectam a capacidade
da pB-lactamase em hidrolisar o anel pB-lactdmico de uma cefalosporina
cromogénica (cefalosporina colorida), ocorrendo mudanca de cor quando ha
ruptura do anel B-lactamico. O teste mais utilizado € o do Nitrocefin® (mudanca de
cor para rosa ou vermelho), que pode ser realizado em discos ou fitas
impregnadas com o reativo onde as amostras bacterianas sao colocadas (LUCAS,
1979).

O teste acidimétrico baseia-se na alteragdo do pH. Quando a penicilina é
hidrolisada pela B-lactamase ocorre a produgdo do acido penilicilindico e
diminuigdo do pH. A reducdo do pH é avaliada por um indicador de pH (vermelho
de fenol), ocorrendo mudanca da cor vermelha para amarela quando o teste é
positivo (LUCAS, 1979).
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O teste iodométrico baseia-se na descoloragdo do complexo amido-iodo
pelo acido penicilindico, da cor do azul para incolor (teste positivo). Esse teste &
trabalhoso, entretanto, algumas vezes ja vem incorporado aos painéis de
microdiluicdo disponiveis comercialmente. Os testes acidimétrico e iodométrico
podem ser realizados com suspensdes bacterianas ou fitas de papel-filtro
impregnadas com esses reagentes (LUCAS, 1979).

Os testes de deteccao de B-lactamases dividem as bactérias em produtoras
e nao produtoras, sem no entanto, identificar o tipo de B-lactamase presente.
Podem ser uteis em ocasibes especificas como na detecgdo da producgéo de [3-
lactamases em Haemophilus sp., Neisseria gonorrhoeae, Moraxella catarralis,
Staphylococcus sp. e Enterococcus sp., enzimas com origem geralmente
plasmidiana e de grande relevancia clinica. Em enterobactérias, ndo tém grande
utilidade, ja que o tipo de enzima presente & bastante variavel, sendo clinica e
epidemiologicamente importante a distingdo entre elas (SWENSON, et al., 1995;
LIVERMORE, 1995).

Os métodos biologicos baseados em padrdes de crescimento das cepas
frente aos antimicrobianos possibilitam predizer o tipo de enzima presente, através
dos padrdes particulares de resisténcia, que s&o obtidos com a presenca de B-
lactamases especificas.

Caracteristicas importantes a serem observadas séo a sensibilidade com e
sem inibidores, a sensibilidade a ceftazidima para diferenciar ESBL e K1, a
sensibilidade a cefoxitina, como indicadora de enzimas induziveis em Enterobacter
spp. e Citrobacter freundii , a sensibilidade a carbapenens que sao resistentes a
acado da maioria das B-lactamases (exceto metalo-B-lactamases e carbapenases
da classe A) e a sensibilidade ao cefepime para ajudar a diferenciar AmpC e ESBL
(LIVERMORE, 1995; BUSH JACOBI e MEDEIROS,1995; BUSH, 2001). Todas as
caracteristicas servem para predizer o tipo de enzima, mas requerem confirmacao.

Recomenda-se que seja determinado o padrdao de sensibilidade a
antimicrobianos do microrganismo produtor de [B-lactamase, e posteriormente

estudar as propriedades bioquimicas da enzima purificada e a sua sequéncia de
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aminoacidos. Assim, podem-se compreender as contribuicbes da enzima nas
propriedades observadas no fenoétipo, formas de disseminagdo e medidas
preventivas (BUSH, 2001). Porém, a realizacdo desse testes é impraticavel na
rotina laboratorial, limitando-se a trabalhos académicos que devem ser divulgados,
a fim de contribuir para a deteccao e controle dos mecanismos de resisténcia, por

técnicas mais simplificadas e realizaveis pelos laboratérios clinicos.

3.3. Beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL)
3.3.1. Origem e Evolugao

O primeiro isolado clinico expressando ESBL foi identificado na Alemanha
por KNOTHE (1983). Em 1985, o primeiro surto hospitalar causado por bactérias
produtoras de ESBL ocorreu na Franca e depois nos EUA, no fim da década de
1980 e inicio da de 1990. O numero de variantes de ESBL identificados tem
crescido muito desde 1983, demonstrando a rapida evolugdo dessas enzimas.
Mais de 100 variantes naturais sdo conhecidas até hoje, e esta lista continua a
crescer (SHAH , 2004).

As ESBLs tém sido classificadas em nove distintos grupos evolucionarios e
estruturais, de acordo com sua seqiéncia de aminoacidos: TEM, SHV, CTX-M,
PER, VEB, GES, TLA, BES e OXA. As maiores familias sdo formadas pelo tipo
TEM e SHV, que incluem as primeiras variantes de ESBL identificados e que
permaneceram como os tipos prevalentes. As enzimas do tipo OXA, as unicas
pertencentes a classe D, representam uma familia de ESBL relativamente
prevalente. As enzimas do tipo TEM variam de TEM-1 e TEM-2 , as do tipo SHV
de SHV-1 (grupo 2b) e as do tipo OXA de OXA-2 e OXA-10 (grupo 2d). A origem
das enzimas nao € clara, com excec¢éo das enzimas SHV que parecem ter relagado
com enzimas cromossomais SHV-1 de Klebsiella pneumoniae. As semelhancas
estruturais sugerem origens comuns em muitos casos. As mutagbes mais

importantes sdo aquelas que expandem o espectro do sitio ativo. Estas mutacdes
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séo pesquisadas em estudos epidemioldgicos dos tipos enzimaticos (BRADFORD,
2001).

A pressao seletiva que direciona a evolugdo das ESBLs tem sido atribuida
ao intenso uso de oximino-cefalosporinas. As ESBLs freqliientemente demonstram
preferéncia seletiva a diferentes oximino-cefalosporinas, sendo a sele¢cdo de uma
variante especifica em um hospital atribuida ao padrao especifico do uso de
antimicrobianos. Mas a presséo néo pode explicar todo o fendmeno da evolugéo e
epidemiologia das ESBLs. A forte presséo seletiva pelo uso de [3-lactamicos faz
com que ocorra aumento na incidéncia de ESBL, pela selecao de bactérias com
mutacdes em regides codificadoras, mutacbes em regides promotoras e bactérias
com numero de copias do gene aumentado, entre outros. Algumas mutacdes
alteram a resisténcia aos R-lactamicos, devido ao aumento na expressdo da
enzima, mudancga nos substratos hidrolisados e variacdo na susceptibilidade aos
inibidores (GNIADKOWSKI, 2001).

Em anos recentes, as ESBLs comecaram a ser prevalentes em espécies
produtoras de AmpC como Enterobacter sp., Citrobacter freundii e Serratia
marcescens. Cepas produtoras de ESBL e AmpC simultaneamente, ja foram
identificadas em varios trabalhos, sendo dificil a sua deteccéo, pois as enzimas
AmpC mascaram o efeito inibitério obtido com acido clavulanico nas bactérias
produtoras de ESBLs (GNIADKOWSKI, 2001).

3.3.2. Caracterizagéo, Susceptibilidade e Caracteristicas Bioquimicas.

A maioria das ESBLs pertencem a classe molecular A de AMBLER (1980).
As enzimas da classe A sado caracterizadas por possuirem serina no sitio ativo,
terem massa molecular de aproximadamente 29 KDa e por hidrolisarem
preferencialmente penicilinas. A classe A inclui enzimas como TEM-1, SHV-1 e
penicilinases encontradas em Staphylococcus aureus.

Na classificacdo funcional de BUSH, JACOBY e MEDEIROS (1995), as
ESBLs situam-se no grupo 2be. S&o capazes de hidrolisar penicilinas,

cefalosporinas (incluindo as de amplo espectro) e monobactans. As mutagdes no
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sitio ativo que as tornam capazes de degradar antimicrobianos B-lactamicos de
amplo espectro, fazem com que nao sejam tao eficientes na hidrélise de
penicilinas, quanto as enzimas originais. Além disso, essa mutagdes resultam no
aumento da susceptibilidade dessas enzimas aos inibidores de B-lactamases. As
ESBLs ndo séo ativas contra cefamicinas, e muitas cepas sao susceptiveis a
cefoxitina e cefotetan. No entanto, cepas produtoras de ESBL podem ser
resistentes a cefamicinas quando a permeabilidade estiver diminuida, devido a
menor quantidade de porinas na membrana. Também ndo sdo capazes de
degradar carbapenémicos, permanecendo susceptiveis a esse grupo de
antimicrobianos (BUSH, JACOBY e MEDEIRQOS, 1995).

3.3.3. Tipos de ESBLs

Muitas ESBLs sao derivadas de TEM ou SHV. Existem mais de 90 enzimas
do tipo TEM e mais de 25 do tipo SHV com o fenétipo de ESBL. As ESBLs do tipo
TEM e SHV s&o mais comumente encontradas em Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae; no entanto, também tém sido encontradas em Proteus spp.,
Providencia spp. e outros géneros da familia Enterobacteriaceae (BRADFORD,
2001). Outros grupos podem ter maior importadncia em determinadas regides,
como é o caso do grupo CTX-M na América do Sul (LIVERMORE e BROWN,
2001).

3.3.3.1. Tipo TEM

Mutacbes ocorridas na seqUéncia de aminoacidos da enzima TEM-1,
levaram ao surgimento de muitas variantes, sendo que a maioria delas apresenta
o fendtipo de ESBL; outras, no entanto, apresentam-se como B-lactamases
resistentes a agao de inibidores. As substituicbes de aminoacidos sé&o variadas
mas ocorrem em numero limitado de posi¢cdes. As combinagdes dessas trocas de
aminoacidos resultam em varias alteragdes sutis nos fenétipos das ESBLs, como

a habilidade de hidrolisar oximino-cefalosporinas especificas, como cefotaxima e
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ceftazidima, ou mudancas no ponto isoelétrico que varia entre 52 e 6,5
(BRADFORD, 2001). Apesar de B-lactamases do tipo TEM serem encontradas
com maior freqiéncia em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, também ja
foram descritas em varias espécies de Gram -negativos, com crescente freqiiéncia
como em Enterobacter aerogenes (BERTRAND, et al., 2003; GALBART et al.,
2000), Morganella morganii, Proteus mirabilis (PAGANI et al., 2002), Providencia
rettgeri e Salmonella spp. Além disso, também ja foram encontradas em outras
espécies nao-enterobactérias, como Pseudomonas aeruginosa. As B-lactamases
do tipo TEM, resistentes a inibidores de B-lactamases, ndo sdo ESBL, e sé&o
encontradas em E. coli, K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca, P. mirabilis e
Citrobacter freundii. Ja foram descritas enzimas resistentes a agdo de inibidores,
com pequena atividade contra as cefalosporinas de amplo espectro, sugerindo
que, talvez no futuro, tenhamos B-lactamases com amplo espectro resistentes a
acao de inibidores (BRADFORD, 2001).

3.3.3.2. Tipo SHV

O tipo SHV-1 &€ o mais comum em Klebsiella pneumoniae sendo
responsavel por mais de 20% da resisténcia a ampicilina mediada por plasmideos
nessa espécie. Em muitas cepas é relatada como estando integrada ao
cromossomo. Apesar de ter sido levantada a hipotese desse gene fazer parte de
um elemento transponivel, isso ainda n&o foi provado (TZOUVELEKIS e
BONOMO, 1999). O tipo SHV possui menos variantes que o tipo TEM, e as
mutagbes ocorrem em poucas posigcdes nos genes estruturais. Algumas
substituicdbes sao essenciais para a hidrolise de ceftazidima, e outras para a
hidrolise de cefotaxima. Até hoje, a maioria dos derivados SHV descritos, possui o
fendtipo de ESBL. Apenas uma variante é relatada como resistente aos inibidores
de B-lactamases (BRADFORD, 2001). A maioria das enzimas do tipo SHV é
encontrada em cepas de K. pneumoniae (CORKILL et al., 2001). No entanto,

também podem ser encontradas em Citrobacter diversus, Escherichia coli,
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Pseudomonas aeruginosa (BRADFORD, 2001) e Enterobacter cloacae (WU et al.,
2003).

3.3.3.3. Tipo CTX-M

Nos ultimos anos uma nova familia de ESBLs mediadas por plasmidios,
chamada CTX-M, que hidrolisa preferencialmente cefotaxima, tem sido
encontrada. Sua primeira descricdo ocorreu em 1990, em uma cepa de
Escherichia coli (BAUERNFEIND et al., 1990) e logo depois, em Salmonella
enterica serovar typhimurium (BAUERNFEIND et al, 1992), tendo rapida
expansao. E relatada como tipo predominante na América do Sul (LIVERMORE e
BROWN, 2001), inclusive no Brasil (BONNET et al., 2000). Foi descrita em E. coli
e Klebsiella pneumoniae em Taiwan (WU et al., 2003) e na lItalia, sendo no mesmo
trabalho detectada em Proteus vulgaris (PAGANI et al., 2003). Ja foi encontrada
também em Citrobacter freundii na Poldnia (GNIADKOWSKI et al., 1998) e em
outras espécies de Enterobactérias, ocorrendo na Europa, Africa, Asia, América
do Sul e mais recentemente na América do Norte (BONNET, 2004).

Essas enzimas ndo foram ainda relatadas como TEM e SHV, e apresentam
40% de homologia com elas. Podem ter origem evolucionaria em enzimas do tipo
AmpC cromossémicas de Kluyvera ascorbata, com as quais apresentam alta
homologia (HUMENIUK et al., 2002). Estudos filogenéticos dessa familia mostram
que existem cinco grandes grupos baseados em suas sequUéncias de aminoacidos.
O grupo | inclui CTX-M-1; CTX-M-3; CTX-M-10 a 12; CTX-M-15; CTX-M-22; CTX-
M-23 e CTX-M-28 a 30. O grupo 2 CTX-M-2; CTX-M-4 a 7; CTX-M-20 e Toho-1. O
grupo Il inclui CTX-M-8 , o grupo IV CTX-M- 9; CTX-M-13; CTX-M-14; CTX-M-16;
CTX-M-19; CTX-M-21; CTM-X-27 e Toho-2. e o grupo V CTX-M-25 e 26
(THOMPSON, HIGGINS e GIBSON, 1994). Os membros do mesmo grupo exibem
similaridade maior que 94% entre suas seqiéncias de aminoacidos, enquanto
entre grupos diferentes a semelhanca € menor que 90%. A disténcia evolucionaria
entre os grupos pode supor evolugao a partir de ancestrais diferentes (BONNET,
2004).
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Estudos cinéticos mostram que enzimas do tipo CTX-M hidrolisam
cefalotina ou cefaloridina melhor que benzil-penicilina, e possuem maior afinidade
por cefotaxima que por ceftazidima. A CIM para ceftazidima varia entre 0,5 a 2
pug/mL, enquanto a CIM da cefotaxima varia de 8 a 256 pg/mL, existindo alguma
hidrélise da ceftazidima mas ndo suficiente para conferir resisténcia aos
produtores. Sao inibidas por tazobactam mais eficientemente que por sulbactam
ou clavulonato (MATSUMOTO e INOUE, 1999; PEDUZZI et al., 1997).

Apesar dos métodos de deteccdo de ESBL terem sido padronizados pelo
NCCLS antes da descricdo das enzimas CTM-X, eles sao eficientes na detecgéo
dessa variante (PITOUT et al., 2004).

3.3.3.4. Tipo OXA

As enzimas do tipo OXA compdem outra familia de ESBL em expansao.
Essas enzimas diferem das enzimas do tipo TEM e SHV por pertencerem a familia
molecular D e grupo funcional 2d. Conferem resisténcia a ampicilina e cefalotina,
além de serem caracterizadas por sua elevada atividade hidrolitica contra
oxacilina e cloxacilina, e reduzida inibicao pelo acido clavulanico. Sdo encontradas
principalmente em Pseudomonas aeruginosa (BRADFORD, 2001).

As ESBL do tipo OXA originaram-se a partir de mutagbes em OXA-10. Elas
conferem fraca resisténcia a oximino-cefalosporinas quando clonadas em
Escherichia coli; porém, conferem altos niveis de resisténcia em transconjugantes
de Pseudomonas aeruginosa. Em contraste com a maioria das enzimas OXA, que
conferem maior resisténcia a ceftazidima, o tipo OXA-17 confere resisténcia a
cefotaxima e ceftriaxona, e apenas pequena reducdo da sensibilidade a
ceftazidima. Com respeito aos inibidores de [B-lactamases, as enzimas OXA
originais ndo eram inibidas por acido clavulanico, no entanto, a 3-lactamase OXA-
18 foi relatada como sensivel a esse inibidor. Um outro tipo, OXA-21, foi
identificado em Acinetobacter baumannii, e foi a primeira descricdo de enzimas

OXA reportadas nesse microrganismo. Como o microrganismo possuia ainda duas
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B-lactamases, nao foi possivel definir o espectro de atividade da enzima
(BRADFORD, 2001).

Algumas B-lactamases ndao possuem familias bem estabelecidas. PER-1 foi
primeiramente descrita em Pseudomonas aeruginosa, e depois em Salmonella
enterica serovar typhimurium e Acinetobacter baumannii (LIVERMORE, 1991).

Outra enzima é a VEB-1, encontrada primeiramente Escherichia coli e
depois em Pseudomonas aeruginosa (LIVERMORE, 1991). E ainda, CME-1, TLA-
1, CFO, GES-1 (BRADFORD, 2001) e PER-1 em Proteus mirabilis (PAGANI et al.,
2002).

3.3.4. Significado Clinico da Detec¢céo de ESBL

Os pacientes acometidos com infecgcbes causadas por microrganismos
produtores de ESBL tém um elevado risco de falha no tratamento com
antimicrobianos B-lactamicos de amplo espectro. Por isso, € recomendado que
qualquer microrganismo em que a produgdo de ESBL for confirmada seja
reportado como resistente a todos os antimicrobianos [B-lactdmicos de amplo
espectro, independentemente dos resultados obtidos no teste de sensibilidade
(NCCLS, 2004). Isto decorre do fato que, enquanto algumas cepas apresentam
plena resisténcia aos B-lactamicos de amplo espectro, muitos isolados podem né&o
ser fenotipicamente resistentes. Sendo assim, & importante que o laboratorista
esteja consciente de que certas cepas podem ter sensibilidade reduzida a
oximino-cefalosporinas em niveis que, embora ndo sejam considerados de
resisténcia, sugerem a presenca de ESBL. E também importante que o
laboratério implemente um ou mais métodos para detectar ESBL nessas cepas
(PATTERSON, 2001; GRUTEKE, et al., 2003; COUDRON et al., 2003).

Outros motivos para a detecgdo s&o o aumento da prevaléncia no mundo, a
alta transmissibilidade dos plasmideos em que estdo situadas as enzimas e
principalmente, a letalidade das infecgbes causadas por esses microrganismos
(PENA et al., 2001; SILVA et al., 2001). Quando os pacientes s&o tratados com o
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antibidtico adequado, ndo ha diferenca significativa na mortalidade por infeccoes
causadas por produtores e n&o produtores de ESBL (RAHAL, 2000).

Um sinergismo entre R-lactamases de amplo espectro e mutagcdes em
porinas de membrana, pode elevar o nivel de resisténcia aos R-lactamicos,
ocorrendo inclusive resisténcia as cefalosporinas de quarta geragdo, como
cefepime e cefpirome. O uso das cefalosporinas de quarta geragao no tratamento
de infeccbes causadas por bactérias produtoras de ESBL, também nado é
recomendado pelo fato de geralmente apresentarem susceptibilidade in vitro,
podendo, no entanto, haver faléncia no tratamento devido a grande quantidade de
ESBL no sitio de infecgdo (TZOUVELEKIS et al., 1998).

3.3.5. Ocorréncia, distribuicdo e disseminagéo das ESBLs

As ESBLs sdo encontradas principalmente em Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Klebsiella oxytoca, consideradas espécies tipicas produtoras, para
as quais foram padronizadas as metodologias de deteccao (NCCLS, 2004). Porém
ja foram descritas em muitas outras espécies de enterobactérias como:
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter gergoviae, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Shigella sonnei, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri,
Citrobacter farmeri, Citrobacter amalonaticus, Klebsiella ornithinolytica, Morganella
morganii, Serratia marcescens e Salmonella typhimurium (VARELA et al., 2001,
WU et al, 2003; SHERABI et al, 2000; GALDBART et al.,2000; SINGH et
al.,2002; NAVON-VENEZIA et al., 2003; WARREN, 2000; CHAMPS et al.,2000;
PAGANI et al., 2002; PAGANI et al., 2003; PAI et al., 2001; BERTRAND, et al.,
2003; SZABO et al., 1999; MHAND et al.,1999; MULVEY et al., 2003). Por isso,
recentemente, o CLINICAL LABORATORIES STANDARDS INSTITUTE (CLSI),
padronizou a deteccdo também em Proteus mirabilis (CLSI, 2005), sendo que a
necessidade da pesquisa nas demais espécies nao-E. coli e nao-Klebsiella spp.

continua sem padronizacéo.
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A producdo de ESBLs por bactérias nao-enterobactérias sdo raras, mas
podem ocorrer principalmente em Pseudomonas aeruginosa. Nestes
microrganismos os tipos mais comuns sédo OXA-derivados. Contudo, isolados de
Pseudomonas aeruginosa produzindo TEM, SHV e PER tém sido identificados em
muitos paises. Ja foi detectado ESBL em Acinetobacter sp,. Alcaligenes faecalis, e
Burkholderia cepacia (GNIADSKOWSKI, 2001).

As bactérias produtoras de ESBL encontram-se espalhadas pelo mundo,
todas com alta incidéncia na Europa, sendo que 32,8% das amostras de Klebsiella
spp. e 14,4 % das amostras de Escherichia coli isoladas nessa regiao, produzem
ESBL (JONES et al, 2003). Um estudo realizado na Espanha detectou cepas
produtoras de ESBL em 90% dos hospitais participantes de um program a de
vigilancia (HERNANDEZ et al., 2003). Varios relatos da produgdo de ESBL
ocorreram também na lItalia (PAGANI et al., 2003; PAGANI et al., 2002), Francga
(BERTRAND, et al., 2003; GALDBART et al., 2000; MHAND et al.,1999; CHAMPS
et al.,2000) e Polénia (GNIADKOWSKI et al.,1998). Na Asia varias ocorréncias
foram descritas no Libano (DAOUD e HAKIME, 2003), Taiwan (WU et al., 2003),
Israel (NAVON-VENEZIA et al., 2003)e Korea (KIM et al., 1998; PAI et al., 2001;
PAI et al., 1999). E ainda: EUA (SCHAWBER et al., 2004), Canada (MULVEY et
al., 2003) e México (SILVA et al., 2001), entre outros.

As cepas produtoras de ESBL disseminaram-se rapidamente por todo o
mundo e, quando estabelecidas em uma regido, freqiientemente passam a ser o
mecanismo de resisténcia prevalente. A literatura demonstra muitos casos onde
hospitais tém notado rapido aumento no numero de microrganismos carreando
ESBL, além de disseminacdo intra-hospitalar ou entre hospitais vizinhos
(WINOKUR et al., 2000). A transmissao pelas maos dos profissionais é relevante,
sendo o trato gastrintestinal dos pacientes um importante reservatério (BRITO et
al., 1999; WINOKUR et al, 2000). Alguns surtos foram resultantes de
contaminagcdo de aparelhos e insumos diagnosticos, como termémetros e gel
usado em ultra-sonografia (GNIADKOWSKI, 2001).
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Além da transmissao das cepas resistentes ocorre também a aquisicdo de
resisténcia por cepas susceptiveis (BERTRAND, et al., 2003; SILVA et al., 2001;
RAHAL, 2000). A transmissédo horizontal do gene de resisténcia é facilitada por
estar freqliientemente codificado em plasmideos (WU et al., 2003; MHAND et al.,
1999), que podem ser facilmente transferidos entre as cepas (PAGANI et al,
2003; GALDBART et al., 2000; MULVEY et al., 2003; PAI et al., 1999; GALANI,
2002; SZABO et al., 1999).

O aumento na incidéncia pode estar relacionado a administracao
indiscriminada de cefalosporinas de amplo espectro (PATTERSON, 2001;
GNIADKOVSKI, 001).

3.3.6. Fatores de Risco

O principal fator de risco ao paciente € a longa permanéncia em hospitais,
principalmente em UTIs, alas cirurgicas, pediatria e alas de pacientes cronicos
(BRADFORD, 2001; PENA et al., 2001; WU et al., 2003; HERNANDEZ et al.,
2003; CHAMPS et al., 2000; SHERABI et al. 2000; BERTRAND, et al., 2003 ).
Sao fatores também importantes a severidade da doenga, neutropenia (JONES et
al., 2003), exposicdo a procedimentos invasivos como entubagédo e ventilagéo
mecanica, cateter arterial e sonda urinaria (BRADFORD, 2001; SILVA et al., 2001;
PENA et al. 2001). As UTIs neo-natais s&o particularmente suscetiveis a surtos,
sendo considerados fatores predisponentes o baixo peso, permanéncia em
incubadora, exposi¢cdo a antimicrobianos, tempo de hospitalizacédo (mais de 7
dias) e prematuridade (BRITO et al.,1999; SINGH et al., 2002; SZABO et al,,
1999).

E importante ressaltar que, apesar de até ha pouco tempo se considerar
que o0s microrganismos produtores de ESBL eram problemas quase
exclusivamente hospitalares, um estudo realizado em hospitais espanhéis mostrou
que 51% das cepas de Escherichia coli ESBL positivos foram isoladas de

amostras extra-hospitalares, principalmente de urina (HERNANDEZ et al., 2003).
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Os fatores de risco associados a infec¢gdes comunitarias por ESBL s&o diabetes
mellitus, as infecgdes urinarias recorrentes, a hospitalizagdo prévia, o uso prévio
de antimicrobianos (cefalosporinas, penicilinas ou quinolonas) e a idade avancada
(RODRIGUES-BANO et al, 2004; COLODNER et al, 2004). No Brasil,
enterobactérias produtoras de ESBL foram detectadas em cepas isoladas de
feridas em pés diabéticos, e em infec¢des adquiridas na comunidade (MOTTA et
al., 2003). Alem disso, ha relatos de cepas ESBL positivas circulantes em pessoas
que moram em asilos (WIENER et al., 1999) que tém se mostrado como um
importante reservatério (RAHAL, 2000).

3.3.7. Co-existéncia com outras B-lactamases

Enquanto poucos surtos sdo causados por microrganismos com uma unica
B-lactamase, surtos mais recentes tém sido causados por microrganismos
produtores de multiplas B-lactamases. A combinacdo de enzimas n&o-ESBL da
classe A e enzimas do tipo AmpC com ESBL, pode ser encontrada com freqliencia
em enterobactérias. Os microrganismos contendo essas combinacdes de -
lactamases podem ser resistentes aos inibidores de (3-lactamases, cefamicinas e
até carbapenémicos (BRADFORD, 2001).

A ocorréncia de ESBLs em enterobactérias que possuem grupo 1 de [3-
lactamases (AmpC) vem aumentando no mundo, particularmente em Enterobacter
spp. Nestas espécies, a deteccao de isolados produtores de ESBL por métodos
baseados nos efeitos inibitdérios do acido clavulanico pode ser dificil. Isso ocorre
devido a superposi¢ao do fendtipo de resisténcia promovida pela superprodugao
da enzima AmpC, que €& fortemente induzida por acido clavulanico, sobre o
fendtipo de ESBL, que é inibido por ele. Porém, a deteccdo de ESBL em
produtores de AmpC €& importante em estudos de epidemiologia do ambiente
hospitalar, porque implica na possibilidade da transmissdo de plasmidios entre

diferentes isolados, em adi¢cdo a transmissdo das cepas produtoras de ESBL,
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além de excluir a possibilidade do tratamento com cefalosporinas de quarta

geracao que é eficiente para os produtores de AmpC (COUDRON et al., 2003).

3.3.8. Associacao de Resisténcia a outros Antimicrobianos

Além da associagdo com outras B-lactamases, existe alta associagcédo de
ESBL e genes de resisténcia ao ciprofloxacino (PAGANI et al., 2003; PENA et al.,
2001; BERTRAND, et al., 2003; JONES et al., 2003); gentamicina (PENA et al.,
2001; PAGANI et al., 2003; SZABO et al., 1999; DAOUD e HAKIME, 2003;
CORKILL et al., 2001, GALANI et al., 2002), co-trimetoxazol (CHAMPS et al.,
2000; GALANI et al, 2002; WINOKUR et al., 2000; SZABO et al., 1999),
piperacilina-tazobactam e outras combinagées com inibidores (JONES et al,
2003; DAOUD e HAKIME, 2003).

3.3.9. Opgdes Terapéuticas

Cepas produtoras de ESBL s&o sensiveis a carbapenémicos (PAGANI et
al., 2003; JONES et al., 2003; DAOUD e HAKIME, 2003; BERTRAND, et al., 2003;
SADER, 2000; GALDBART et al.,2000; COUDRON et al., 2003; SILVA et al.,
2001; GALANI et al., 2002; SHERABI et al., 2000; PENA et al., 2001). A
amicacina também apresenta boa atividade, mas seu uso é restrito devido a
toxicidade (DAOUD and HAKIME, 2003; PENA et al., 2001).

Uma combinacdo de cefepime ou cefpirome ‘com sulbactam pode ser
efetivo no tratamento de infecgdes por produtores de ESBL, faltando, no entanto,
estudos clinicos detalhados sobre sua utilizagdo (ROUSSEL-DELVALLEZ, 1998).

Entre os carbapenémicos, o mais utilizado para enterobactérias é o
imipenem. Contudo, estudos tém demonstrado que o ertapenem, um novo
carbapenémico com longo tempo de meia vida, €& altamente potente contra
bactérias produtoras de ESBL (KHOLER et al., 1999; LIVERMORE et al., 2001).

Assim como o imipenem, o ertapenem nao apresenta variagbes consideraveis na
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CIM quando testado frente a um elevado in6culo bacteriano. Isso demonstra que o
ertapenem nao € susceptivel a hidrolise por essas enzimas, mesmo quando elas
encontram-se em concentracbes elevadas (KOHLER et al., 1999). Entre as
vantagens do uso do ertapenem se ressalta a possibilidade de administracédo em
dose-unica via intramuscular, o que permite o uso néo hospitalar. Além disso, a
sua reduzida atividade contra bacilos gram -negativos nao-fermentadores, nao
contribui para a selecdo de Pseudomas aeruginosa e Acinetobacter baumannii
resistentes a carbapenémicos (LIVERMORE et al, 2001).

3.3.10. Medidas de Controle

Muitos hospitais tém experimentado surtos por microrganismos produtores
de ESBL. Esses surtos sao freqlientemente decorrentes da transferéncia de
pacientes entre unidades e entre hospitais. Dentre os métodos de controle descrito
na literatura estao as pesquisas de colonizagéo, detecgdo de ESBL pré-admisséo,
estabelecimento de barreiras de contato (BERTRAND, et al., 2003), isolamento de
pacientes com ESBL, higiene (GRUTEKE et al., 2003) e cultura para pesquisa em
objetos inanimados (SZABO et al., 1999; SILVA et al., 2001). Porém, na pratica,
esses procedimentos possuem custos elevados e nem sempre apresentam o0s
resultados esperados.

Um estudo feito em paises europeus apontou a Suécia como o pais com
menor indice de resisténcia, sendo este fato atribuido ao uso mais prudente de
antimicrobianos, a menor administracdo total dos mesmos e a melhor
compreensdo das medidas de controle, como lavagem das mé&os e barreiras de
precaucao, entre outras (HANBERGER et al., 1999).

Investigacbes epidemiolégicas podem ajudar a detectar fontes de
contaminagédo e direcionar as medidas preventivas. Essas sdo feitas usando
métodos moleculares como PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis ou

eletroforese em campo pulsado), ou outros métodos, como determinagdo dos



44

perfis plasmidianos, ribotipagem e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ou
amplificacao randémica de DNA) (BRADFORD, 2001).

O controle do uso de antimicrobianos pode reduzir a pressao seletiva,
contribuindo para a redugado da incidéncia de cepas produtoras de ESBLs. Uma
forte correlacdo entre o uso de cefalosporinas de terceira geracdo, como a
ceftazidima, e a resisténcia aos antimicrobianos em Klebsiella pneumoniae, tem
sido repetidamente demonstrada. Além disso, um declinio na prevaléncia de K.
pneumoniae ESBL positiva, tem sido documentado em instituicbes que
racionalizaram o uso de outras drogas de amplo espectro (PATTERSON, 2001).

Outro problema esta relacionado ao fato de que o aumento do uso de
imipenem, melhor opcgéo terapéutica em infecgbes por bactérias ESBL positivas
em hospitais latino-americanos, tem aumentado a incidéncia de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter spp. resistentes a esse antibidtico (SADER et al.,
2003), o que poderia ser reduzido substituindo-se o uso de imipenem por
ertapenem (LIVERMORE et al., 2001).

3.4. Métodos de Deteccao de ESBL

O aumento da prevaléncia de produtores de ESBL entre as enterobactérias,
a disseminacao inter e intra-hospitalar dessas enzimas e a possibilidade do
paciente receber terapia inadequada, criaram uma grande necessidade de
métodos laboratoriais para identificar a presenca dessa enzima em isolados
clinicos. A grande dificuldade encontrada foi o fato de que muitas ESBLs conferem
resisténcia para uma ou mais oximino-cefalosporinas; porém, algumas delas
podem estar presentes quando a CIM para a bactéria produtora € de apenas 0,5
Mg/mL para cefotaxima, ceftazidima e aztreonam, ou, ainda, podem conferir
apenas discreta diminuicdo na sensibilidade, que nem sempre € suficiente para o
microrganismo produtor ser considerado resistente, de acordo com os padrdes do
NCCLS. Essas diferengcas no perfil de sensibilidade apresentado pela bactéria

podem ser dependentes do plasmidio no qual o gene se encontra, ou do gene
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promotor que controla a sintese da [B-lactamase. Como a degradacdo do [-
lactdmico normalmente é muito lenta, a resisténcia a esse agente pode nao ser
detectada durante a realizac&o dos testes in vitro. Além disso, a degradacgéo do [3-
lactdmico € dependente do tamanho do indéculo. Desta maneira, o indculo
padronizado para os testes de sensibilidade pode nao ser suficiente para a
deteccgao da resisténcia (BRADFORD, 2001; REIS, 1999).

De modo geral, os métodos de triagem se baseiam no padrdao de
sensibilidade das cepas as oximino-cefalosporinas e ao aztreonam, sendo que a
sensibilidade e especificidade dos testes variam com o antimicrobiano testado.
Algumas investigagbes tém sugerido que ambos os testes de diluicdo ou disco
difusédo, usando cefpodoxima detecta mais ESBL que outras cefalosporinas como
ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona (CARTER et al., 2000). No entanto, dados
mais recentes, sugerem que teste de susceptibilidade usando cefpodoxima podem
elevar o numero de falsos-positivos quando os critérios do NCCLS sao aplicados
(LEE et al., 2001). Um estudo realizado no Brasil mostrou que, nesse pais,
aztreonam, ceftazidima e ceftriaxona possuem igual habilidade em detectar o
fendtipo ESBL em Klebsiella pneumoniae. A ceftazidima foi capaz de detectar
96,7% das provaveis ESBL, enquanto aztreonam e ceftriaxona foram capazes de
detectar 96% dos possiveis produtores (REIS, 1999).

Diferencas na habilidade das diversas cefalosporinas na detec¢éo de ESBL
podem ocorrer em regides diferentes, devido ao tipo de enzima predominante.
Isso demonstra a importancia de se adaptar os testes de deteccédo de ESBL para
as areas geograficas, hospitais e géneros bacterianos particulares. Além disso,
esses testes devem ser avaliados periodicamente, monitorando assim a
introdug&o de novas enzimas (NAVON-VENEZIA et al., 2003).

A faléncia dos testes de sensibilidade realizados por CIM ou disco-difusao
na deteccdo de ESBL, em amostras de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae,
tem sido documentada. Por esse motivo, varios métodos mais sensiveis e
especificos vém sendo sugeridos (BRADFORD, 2001).
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3.4.1. Técnicas Microbioldgicas

Os testes microbiologicos empregam um inibidor de -lactamases,
usualmente clavulonato, em combinagdo com oximinocefalosporinas, como
ceftazidima ou cefotaxima. Nesses testes, o clavulonato inibe as ESBLs e reduz o
nivel de resisténcia a cefolosporina (BRADFORD, 2001).

Muitos dos testes propostos para deteccdo de ESBL sdo baseados na
metodologia de disco difusdo ou Kirby-Bauer. Um dos primeiros descritos foi o
teste de duplo-disco aproximagéo (JARLIER, 1988). Alguns anos depois, o teste
tridimensional foi proposto por THOMSOM E SANDERS (1992). O teste de adi¢ao
do acido clavulénico, realizado com discos, tiras de E-test® e métodos de diluigdo
manuais ou automatizados como o Vitek® e Microscan®, tem sido amplamente
utilizado, e muitos trabalhos comparando sensibilidade e especificidade dos
métodos tém sido propostos (TENOVER et al., 1999; LEE et al., 2001; CARTER et
al., 2000; PITOUT et al., 2003).

Os varios métodos para deteccao de ESBLs podem falhar na presencga de
outros mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos 3 -lactamicos. A diminui¢cao
na permeabilidade da bactéria aos antimicrobianos e a produgédo de outras B-
lactamases, em especial as cromossOmicas induziveis presentes em varias
espécies, podem mascarar a presenca de ESBLs (VARELA et al., 2001,
SCHWABER et al., 2004; TENOVER et al.,, 1999; THOMSON, 2001; GALDBART
et al.,, 2000). Além disso, outras beta-lactamases podem apresentar o mesmo
efeito com acido clavulanico e serem confundidas com ESBLs, como algumas (-
lactamases cromossOmicas (por exemplo, em Klebsiella oxytoca e Proteus
vulgaris) ou plasmidianas (grupo 2f de Serratia marcescens e Enterobacter
cloacae) que, quando produzidas em maiores concentragcdes, podem ser capazes
de reduzir a susceptibilidade as cefalosporinas de terceira geracdo e ao
aztreonam (SCHWABER et al.. 2004; BUSH, JACOBY e MEDEIROS, 1995;
LIVERMORE, 2001). A enzima K1 de K. oxytoca pode ser diferenciada por néo

conferir resisténcia a ceftazidima, diferente da maioria das ESBLs. Além disso, a
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resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao s6 ocorre quando a enzima esta
presente em altas concentragcdes, ndo sendo o acido clavuléanico, presente nos
testes utilizados, suficientes para inibi-la de forma eficaz. A enzima cromossdémica
de P. vulgaris pertence a classe molecular A, e quando produzida em grande
quantidade, pode também conferir resisténcia as cefalosporinas de terceira
geragao, mas nao ao aztreonam, ao contrario das ESBL. As enzimas pertencentes
ao grupo 2f encontradas em E. cloacae e S. marcescens sdo enzimas capazes de
degradar penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (BUSH, JACOBY e
MEDEIROS, 1995; LIVERMORE, 1995; BUSH, 2001).

O CLSI recomenda que os produtores de ESBL sejam reportados como
resistentes a todas as penicilinas, cefalosporinas e aztreonam, mesmo que se
mostrem sensiveis a esses antimicrobianos nos testes convencionais. Os padrbes
do CLSI referem-se especificamente a Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e
Escherichia coli, que sao os principais produtores e ao Proteus mirabilis, incluido
recentemente devido ao aumento da incidéncia nessa espécie. No entanto, ESBLs
tém sido encontradas em muitos outras espécies, em especial Citrobacter spp.,
Enterobacter spp., Morganella morgannii, Proteus vulgaris, Providencia spp. ,
Salmonella enterica e Serratia spp. (NAVON-VENEZIA et al., 2003).

3.4.2. Pontos de Corte Indicativos da Produgédo de ESBL

Utilizando os métodos de Disco-Difusdo, Microdiluicdo ou E-test®, a
diminuigédo de susceptibilidade a alguns antimicrobianos B-lactdmicos é um indicio
da producao de ESBL. Segundo o CLSI (2005), amostras que apresentem CIM = 2
Mg/ml ceftazidima, cefpodoxima, aztreonam, cefotaxima ou ceftriaxona, por testes

dilucionais, devem consideradas possiveis produtoras de ESBL.

IA

Nos testes de disco-difusdo, os pontos de corte sdo halos de inibicdo

I\

22mm para ceftazidima, < 17mm para cefpodoxima, < 27 mm para aztreonam,
27 mm para cefotaxima, ou < 25 mm para ceftriaxona para Escherichia coli e

Klebsiella spp.; e < 17mm para cefpodoxima, ceftazidima ou cefotaxima para
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Proteus mirabilis. Porém, nestes casos, o CLSI sugere a realizagdo de um teste
confirmatoério (CLSI, 2005).

3.4.3. Teste de Dupla Difusdo em Disco

Método idealizado por JALIER et al. (1988) também é denominado teste de
disco-aproximacgédo. O teste consiste na colocagéo de discos de cefalosporinas de
amplo espectro como ceftazidima, cefuroxima, cefotaxima e aztreonam, distantes
30 mm (centro a centro) de um disco que contenha um inibidor de B-lactamase, de
preferéncia acido clavulanico. A producdo de ESBL é indicada por uma
deformacao (aumento) nos halos de inibicdo ao redor dos discos dos B-lactamicos.
No entanto, em algumas amostras, o espaco de 30 mm pode nao ser adequado
para o teste. Desta maneira, o teste devera ser repetido, utilizando distancias mais
apropriadas. Por outro lado, a interpretacédo dos resultados € altamente subjetiva e
requer experiéncia por parte do técnico que o realiza (LIVERMORE e BROWN,
2001).

3.4.4. Teste Tridimensional

O teste trimensional € uma modificagdo do teste de disco-difusdo, com um
passo adicional que envolve a aplicagdo de um inéculo bacteriano padrao em uma
fenda circular no agar, localizado a 3 mm do local de aplicagdo dos discos em
direcdo ao interior da placa. As cepas ESBL apresentam distor¢cbes na zona de
inibicdo. Essa modificagdo tem a vantagem da determinagdo simultanea da
susceptibilidade aos antimicrobianos e do perfil de atividade da [B-lactamase
(THOMSON e SANDERS, 1992).
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3.4.5. Teste de Adigao de Acido Clavulanico

Este método consiste em adicionar inibidores de [B-lactamases, como o
acido clavulanico ou sulbactam, a antimicrobianos como cefuroxima, ceftazidima,
cefotaxima, ceftriaxona ou aztreonam. Quando se usa discos combinados (30 ug
de cefpodoxima, ceftazidima ou cefotaxima versus 30 pg de cefpodoxima,
ceftzidima ou cefotaxima mais 10 ug de acido clavulanico) um aumento do
diametro dos halos de inibicdo = 5 mm na presenca do inibidor, em comparagéo
aos halos dos discos nao adicionados de acido clavulanico, € evidéncia
presuntiva da produgao de ESBL (CLSI, 2005).

Em métodos dilucionais, pode-se comparar a CIM das cefalosporinas
isoladas e associadas a dois pg de acido clavulanico. Uma diminuicdo = 3

diluigdes na presenca do inibidor € indicativa da produgcédo de ESBLs (CLSI, 2005).
3.4.6. E-test®

A metodologia do E-test® para a deteccdo de ESBL, avaliada por
CORMICAN et al. (1996), utiliza uma fita especial de Etest®. Em uma extremidade
a fita contém concentracdes crescentes de ceftazidima ou cefotaxima, enquanto
na outra, o mesmo antibidtico associado a uma concentragéo fixa (2 pg/mL) de
acido clavulanico. Assim, € possivel determinar a CIM do antimicrobiano sozinho e
associado a um inibidor. Quando a razéo entre ceftazidima e ceftazidima + acido
clavulanico ou cefotaxima e cefotaxima mais acido clavulanico for = 8 |, presume-

se que ha produgéo de ESBL.

3.4.7. Outros Métodos Fenotipicos

Entre os métodos automatizados o Vitek® (bioMérieux Vitek, EUA) é o mais
utilizado. O cartdo apresenta os antimicrobianos ceftazidima e cefotaxima
sozinhos na concentracdo de 0,5 pg/mL e associados ao acido clavulanico na

concentragdo de 4 pg/mL. A redugdo no crescimento da amostra bacteriana na
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cavidade que contém a associagédo do antimicrobiano B-lactdmico, com o inibidor
de B-lactamases, quando comparada com o nivel de crescimento da cavidade que
contém somente o antimicrobiano-lactdmico, € indicativo da presenga de ESBL
(SANDERS et al., 1996).

3.4.8. Deteccdo de ESBL em espécies diferentes de Escherichia coli e
Klebsiella spp.

A busca de uma melhora na detecgédo de ESBL em outros microrganismos
nao Klebsiella spp e ndo-Escherichia coli, ndo tem recebido muita atengéo. O teste
confirmatério baseado em inibidores tem sido o método mais promissor. No
entanto, com isolados de algumas espécies, o clavulonato ndo é o melhor agente
para esses testes. Métodos baseados na acdo de inibidores fornecem melhores
resultados em bactérias que ndo produzem outras (-lactamases resistentes aos
inibidores como o tipo AmpC. Altos niveis de AmpC podem n&o permitir o
reconhecimento de ESBL. Este problema é maior em bactérias que possuem [3-
lactamases cromossdmicas induziveis do tipo AmpC (por ex. Enterobacter spp.,
Serratia spp., Providencia spp. , Aeromonas spp., Morganella morganii, Citrobacter
freundii, Hafnia alvei e Pseudomonas aeruginosa).

Com esses microrganismos, o clavulonato pode ser um forte indutor da
producdo de AmpC, aumentando a resisténcia do organismo as drogas usadas na
triagem, produzindo um resultado falso negativo para producdo de ESBL.
Tazobactam e sulbactam sdo menos indutores e por isso preferidos ao clavulonato
nos testes para esses microrganismos. Outra solugéo possivel é a inclusdo de
cefepime no teste de triagem. Altos niveis de expressao de AmpC tém minimo
efeito na atividade de cefepime, o que faz dessa droga um agente de deteccéo de
ESBL na presenga de AmpC (THOMSON, 2001). Em alguns casos, a resisténcia
aos antimicrobianos B-lactamicos, s6 é notada em bactérias produtoras de ESBL
ou B-lactamases AmpC, quando os testes sado realizados utilizando um in6culo
maior que o padronizado (BEDENIC, et al., 2001, QUEENAN, et al., 2004).
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3.4.9. Métodos de Deteccao Molecular

Os testes clinicos apenas presumem a presenca de ESBL. O estudo do
ponto isoelétrico (pl) tem sido bastante util para determinar qual é o tipo
enzimatico presente. Porém, as enzimas do tipo TEM, que correspondem a mais
de 90 tipos, possuem pl idénticos, o que torna a determinagéo do tipo de ESBL
somente pelo pl impossivel. Uma situacdo semelhante é encontrada em enzimas
do tipo SHV, CTX-M e OXA (BRADFORD, 2001).

Uma detecgao precoce de genes de B-lactamases pode ser feita usando-se
sondas para enzimas especificas, como TEM e SHV. Contudo, o uso dessas
sondas aumenta o trabalho laboratorial, sem resultados satisfatérios (MABILAT et
al, 1990). O método molecular mais simples e mais utilizado para detectar as
enzimas é a PCR (Polymerase Chain Reaction ou reacdo em cadeia da
polimerase), usando iniciadores especificos para os genes de B-lactamases. As
sequéncias podem ser escolhidas usando seqiéncias publicadas no GENBANK.
Esses iniciadores sdo escolhidos de forma a se anelar com regies que
geralmente ndo sofrem mutagbes (SHAH et al, 2004). No entanto, a PCR néo
discrimina entre os diferentes tipos de TEM, SHV ou CTX. Muitos métodos
adicionais para detecgdo e diferenciacdo sem seqlenciamento tém sido
sugeridos, por exemplo: PCR-RFLP (Restrition Fragment Leng Polymorphism)
(ARLET et al, 1995) e PCR-SSCP (Single-Strand Conformational Polymorphism)
(ZALI et al, 1996). Mas, o método padrao continua sendo o sequenciamento da
cadeia especifica dos nucleotideos dos genes das B-lactamases (BRADFORD,
2001).
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RESUMO

A producao de (-lactamases de espectro ampliado (ESBL) é um importante
mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos [-lactamicos em enterobactérias.
Sua pesquisa deve ser realizada para evitar que sejam reportados testes de
sensibilidade falso-sensiveis para cefalosporinas e aztreonam nos isolados
produtores de ESBL. Além disso, fornece informagdes para que medidas
preventivas sejam tomadas a fim de diminuir a disseminagcéo desse mecanismo de
resisténcia entre as bactérias. A pesquisa € preconizada pelo Clinical Laboratories
Standards Institute (CLSI) apenas para Klebsiella spp. Escherichia coli e Proteus
mirabilis. Porém ESBL tém tido crescente ocorréncia também em outras
enterobactérias. Para determinar a prevaléncia de ESBL em enterobactérias, 498
amostras bacterianas foram testadas por disco-difuséo para triagem de bactérias
produtoras dessas enzimas, através da verificagdo de redugdo do halo de
sensibilidade a aztreonam, ceftriaxona, cefpodoxima, ceftazidima ou cefotaxima,
segundo recomendacdes do CLSI. Entre eles, 155 isolados bacterianos foram
positivos no teste de triagem para ESBL, dos quais 121 (78%) foram confirmados
pelo teste de adigdo de acido clavulanico. Este trabalho demonstrou que a
prevaléncia de ESBL no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
(HC-UFPR) e no Hospital Universitario Cajuru (HUC), ambos em Curitiba-PR, é
elevada (24%), sendo a ocorréncia em Klebsiella pneumoniae de 57,4 %, em
Klebsiella oxytoca de 21,4% e em Escherichia coli de 7,2%. Em outras

enterobactérias nao-Klebsiella e ndo-Escherichia coli a ocorréncia foi de 21,6%,
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demonstrando a necessidade da pesquisa de ESBL também nessas espécies.
Ceftriaxona e cefotaxima foram os antimicrobianos com maior sensibilidade no
teste de triagem (99,2%) e a combinacédo cefotaxima/cefotaxima mais acido

clavulanico foi a mais sensivel no teste confirmatorio (96,7%).

INTRODUCAO

As B-lactamases de espectro ampliado (ESBL) foram descritas pela
primeira vez por Knothe et al.(1983) e, desde entéo, tém contribuido para o grande
aumento da resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos que vem ocorrendo nos
ultimos anos. Sao B-lactamases capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas
(incluindo as de amplo espectro) e monobactamicos, sendo as cefamicinas e os
carbapenémicos resistentes a agdo enzimatica (Bradford, 2001). Sdo sensiveis
aos inibidores de B-lactamases, como o acido clavulanico, e por isso, classificadas
no grupo 2 de Bush et al (1995), mais especificamente, no sub-grupo 2be, grupo
das cefalosporinases, que hidrolisam antimicrobianos de amplo espectro.

Muitas ESBLs derivam de mutacdes de ponto em genes de B-lactamases
comumente mediadas por plasmideos, como as do tipo TEM e SHV (Bradford,
2001). No entanto, membros de um novo grupo de ESBL, o CTX-M, derivados de
B-lactamases cromossdmicas da classe A, vém sendo identificadas nos ultimos
anos (Bonnet et al., 2004).

Os testes rotineiros de sensibilidade aos antimicrobianos nem sempre

detectam a producdo de ESBL, pois a resisténcia mediada por essas enzimas
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depende da quantidade produzida e da afinidade pelo substrato (Queenan, 2004).
As infecgbes causadas por ESBL, porém, n&o respondem ao tratamento com [3-
lactdmicos, exceto carbapenémicos (Shah, 2004).

Os genes localizados em plasmidios sdo facilmente transferidos entre as
enterobactérias, facilitando a disseminacdo (Gruteke et al, 2003). Esses
plasmideos, na maioria das vezes, contém juntamente com o gene da -
lactamase, genes de resisténcia a outros antimicrobianos, limitando as opc¢des
terapéuticas (Mulvey et al., 2003).

A detecgdo de amostras produtoras de ESBL é importante, portanto, para
garantir a terapia adequada ao paciente e fornecer informagdes necessarias ao
controle da disseminagdo. O Clinical Laboratories Standards Institute (CLSI)
recomenda que testes de triagem e confirmacao sejam realizados rotineiramente
para Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e Escherichia coli, consideradas
produtoras classicas, e ainda, para Proteus mirabilis. Os testes se baseiam na
determinacéo da concentragao inibitéria minima (CIM) ou sensibilidade por disco-
difusdo (DD) para cinco agentes antimicrobianos (cefpodoxima, aztreonam,
ceftriaxona, cefotaxima e ceftazidima) e posteriormente no teste com cefpodoxima,
ceftazidima e cefotaxima, com e sem acido clavulanico. Segundo Shawber et al.
(2004), a necessidade de buscar ESBLs em outras enterobactérias nao-
Escherichia coli, e nao-Klebsiella spp. e a aplicabilidade dos critérios do CLSI na
detec¢cdo nas mesmas permanecem incertas. No entanto o CLSI 2005 ja trouxe

valores de corte para pesquisa de ESBL também em Proteus mirabilis.
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O objetivo desse trabalho foi determinar a ocorréncia de ESBL nas
diferentes espécies de enterobactérias e avaliar os antimicrobianos usados na
deteccdo de ESBL em dois hospitais estudados, assim como o padrdo de

sensibilidade dos isolados.

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAS: Quatrocentos e noventa e oito isolados de enterobactérias, obtidos
de forma sucessiva, de pacientes internados, a partir de amostras clinicas de
urina, sangue, liquor, escarro, aspirado traqueal, lavado bronco-alveolar e ferida
cirurgica. Quatrocentos e trinta e oito isolados bacterianos foram coletados no
Hospital de Clinicas - Universidade Federal do Parana (HC-UFPR), no periodo de
agosto de 2003 a agosto de 2004; e sessenta isolados bacterianos foram
coletados no Hospital Universitario Cajuru - Pontificia Universidade Catdlica de
Curitiba (HUC-PUCPR), no periodo de janeiro a agosto de 2004. A identificagédo
preliminar das enterobactérias foi realizada pelo sistema automatizado Vitek ®
(bioMérieux). As bactérias foram criopreservadas em BHI (Infusdo Cérebro
Coracdo), contendo 10% de glicerol, a - 80°C (Janis, 1994), até a realizacdo dos
testes posteriores.

TRIAGEM DE ESBL: Todas os 498 isolados bacterianos foram submetidos ao
teste de triagem para a deteccdo de ESBL, realizado por disco-difusdo (DD),
utilizando discos impregnados com concentracdes fixas de cada antibidtico

(Newprov, Curitiba, Brasil) (NCCLS, 2000a). No teste de triagem foram
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consideradas positivas as enterobactérias que apresentaram halo de inibicdo
reduzido para ao menos um dos antimicrobianos utilizados, sendo os pontos de
corte < 17 mm para cefpodoxima, < 22 mm para ceftazidima, < 25 mm para
ceftriaxona, < 27 mm para cefotaxima, < 27 mm para aztreonam, no caso de
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca e < 17 mm para
cefpodoxima, ceftazidima ou cefotaxima para Proteus mirabilis (CLSI, 2005). As
identificacdes realizadas através do sistema automatizado Vitek ® (bioMérieux)
foram confirmadas por uma bateria de testes bioquimicos recomendados para
identificagdo de enterobactérias, como atividade de enzimas, fermentagéo de
acucares e producdo de gas e acido sulfidrico, entre outros, segundo
Schereckenberber (2001), Janda et al. (1994), O'Hara et al. (2000), Sanders e
Sanders (1997) e Pondschun e Ullman (1998).

DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM): Foi
realizada para todas os isolados possiveis produtores de ESBL, pela técnica de
microdiluicdo em agar, conforme descrito pelo NCCLS (2000), utilizando
amicacina, aztreonam, cefepime, cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona (Sigma
Chemical CO - Louis, USA); ciprofloxacino (ICN Biomedicals Inc - Aurora, Ohio,
USA); imipenem e ertapenem (Merck Sharp & Dohme Farmacéutica Ltda -
Campinas, Brasil). O controle de qualidade foi realizado com Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922 (NCCLS, 2004).
CONFIRMACAO DA PRODUCAO DE ESBL: As amostras consideradas positivas
no teste de triagem foram submetidas ao teste de adigdo do acido clavulanico,

realizado por disco difusdo. Foram testados discos de ceftazidima (30 pg),
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cefotaxima (30 ug) e cefpodoxima (30 pg) com e sem a adigdo de acido
clavulanico (10ug) (Oxoid - Basingstoke, United Kingdom). O aumento do didametro
do halo de sensibilidade em ao menos 5mm) na presenga do inibidor foi
considerado evidéncia confirmatoéria da produgcdo de ESBL. Foi testado também
um disco de cefoxitina, visando buscar a presenca de outros mecanismos de

resisténcia a B-lactamicos que pudessem estar presentes (CLSI, 2005).

RESULTADOS

De todas os isolados bacterianos estudados cinqlienta e cinco
apresentaram sensibilidade diminuida as cefalosporinas de terceira geragcao e
aztreonam, sendo consideradas possiveis produtoras de ESBL. Dessas
enterobactérias positivas no teste de triagem para ESBL, cento e vinte e uma
foram confirmadas pelo teste de adigéo de acido clavulanico.

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo das amostras positivas no teste de
triagem e no teste confirmatorio entre as espécies estudadas, além do numero
total de isolados em cada espécie. As espécies mais isoladas em amostras
clinicas e também com maior frequiéncia de isolados positivos no teste de triagem
para ESBL foram Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter cloacae.
O maior numero de espécies confirmadas como ESBL positivas foram Klebsiella
pneumoniae (67), Enterobacter cloacae (20) e Escherichia coli (14). Serratia

marcescens, Enterobacter aerogenes e Klebsiella oxytoca tiveram 3 ou 4 isolados
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bacterianos confirmados, enquanto outras espécies tiveram 1 ou 2, com excegéo
de Enterobacter gergoviae.

A ocorréncia do fenotipo ESBL positivo foi de 24,3% no total de enterobactérias
estudadas. Entre as espécies consideradas classicas produtoras de ESBL,
Klebsiella pneumoniae foi a espécie com maior ocorréncia (67/57,4%), seguida de
Klebsiella oxytoca (3/21,4%) e por ultimo Escherichia coli (14/7,2%). Nas outras
espécies a ocorréncia foi de 21,6% .

A Tabela 1 apresenta também a ocorréncia de ESBL por género. Os
géneros com maior porcentagem de isolados ESBL positivos foram: Klebsiella
(54,3%), Enterobacter (27,1%), e Serratia (20,9%). Nos géneros Citrobacter,
Morganella, Proteus e Escherichia a ocorréncia também foi relevante, variando de
7,3 a 14,3%. O género Providencia teve apenas um isolado no periodo, sendo
esse produtor de ESBL; e o género Pantoea apresentou dois isolados dos quais
um foi produtor de ESBL. Nao se calculou a percentagem para esses géneros,
pois devido ao pequeno numero de isolados, a analise estatistica ndo seria
significativa. Foi mostrado também o intervalo de confianca das ocorréncias
encontradas, sendo que para aqueles géneros com pequeno numero de isolados,
o intervalo se mostrou muito grande, devendo-se aumentar o numero de isolados
para obtencao de resultados mais precisos.

Entre as enterobactérias positivas no teste de triagem, 20 isolados de
Enterobacter (23,5%), 5 de Kilebsiella (4,0%), 3 de Serratia (12,5%), 3 de
Morganella (17,6%) e 1 de Citrobacter (7,1%) tiveram resultados inconclusivos no

teste de adicédo de acido clavulanico.



Tabela 1- Distribuicdo das amostras positivas no teste de triagem (TT) e no teste
confirmatério (TC) para pesquisa de ESBL entre as espécies e ocorréncia entre os

géneros
Espécies Isolado 2:'; '(I;C; Géneros Isolado (S+'I; % IC '(I}‘; % IC
Citrobacter amalonaticus 1 1 1
Citrobacter freundii 13 2 1 Citrobacter 14 3 214 5.7-51.2 2 14.3 2.5-43.8
Enterobacter aerogenes 14 7 3
Enterobacter cloacae 67 34 20
Enterobacter gergoviae 4 2 0 Enterobacter 85 43 50.6 39.6-61.5 23 271 18.3-37.9
Escherichia coli 193 14 14  Escherichia 193 14 7.2 4.2-12.1 14 73 42121
Klebsiella oxytoca 14 3 3
Klebsiella pneumoniae 115 72 67 Klebsiella 129 75 58.1 49.1-66.7 70 543 45.3-63.0
Morganella morganii 17 5 2 Morganella 17 5 294 11.38-56.0 2 118 2.1-37.7
Pantoea agglomerans 2 1 1 Pantoea 2 1 * * 1 * *
Proteus mirabilis 25 4 2
Proteus vulgaris 8 1 1 Proteus 33 5 15.2 5.7-32.7 3 9.1 2.3-255
Providencia rettgeriii 1 1 1 Providencia 1 1 * * 1 * *
Serratia liquefaciens 4 1 1
Serratia marcescens 20 7 4 Serratia 24 8 33.3 16.4-55.3 5 209 79427
Totals 498 155 121 a98 D 314 121 243
Legenda: TT=Teste de triagem; TC=Teste Confirmatério; IC=intervalo de confianca
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Em relacado a resisténcia a cefoxitina, sessenta e quatro das cento e
vinte uma amostras produtoras de ESBL foram resistentes (52,9%). A Figura 1
mostra a frequéncia da sensibilidade a cefoxitina entre as amostras ESBL
positivas. O somatério da frequéncia de amostras resistentes a cefoxitina em
espécies nao-Escherichia coli e nao-Klebsiella spp. foi superior ao encontrado
entre as classicas produtoras de ESBL, quando consideradas isoladamente. Entre
as classicas produtoras, a maior freqiéncia de resisténcia a cefoxitina foi
encontrada em Klebsiella pneumoniae, seguida de Klebsiella oxytoca e
Escherichia coli. Entre os isolados nao-Escherichia coli e nao-Klebsiella spp., a
espécie E. cloacae teve 18 de seus 20 isolados considerados ESBL positivos
resistentes a cefoxitina. Serratia marcescens apresentou 3 dos 4 isolados ESBL
positivos resistentes a cefoxitina. As demais espécies mostraram 1 isolado ESBL
positivo resistente a cefoxitina, com excecdo de Proteus vulgaris, que né&o

apresentou nenhum.
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Figura 1 — Sensibilidade a cefoxitina dos isolados ESBL positivos de Escherichia

coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e outras espécies.
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Os antimicrobianos utilizados no teste de triagem foram avaliados quanto a
sua sensibilidade e especificidade na detec¢cao de ESBL, comparando os isolados
triados por esses antibidticos, com aqueles positivos no teste confirmatério. A
melhor sensibilidade foi obtida com ceftriaxona e cefotaxima, sendo ceftazidima o
antibiético que apresentou resultado menos satisfatério. A especificidade foi baixa
para todos os antimicrobianos (Tabela 2).

Os resultados observados, quando Escherichia coli e Klebsiella spp. séo
consideradas separadamente das outras espécies, foram semelhantes, sendo a
sensibilidade apresentada pela ceftazidima ainda menor na detecg¢ao de espécies
nao-E. coli e ndo Klebsiella spp.

Também no teste confirmatério, pode-se observar uma sensibilidade maior
da combinacao entre cefotaxima (CTX) e cefotaxima-acido clavulanico (CTX+AC)
na determinacao da produgdo de ESBL. A especificidade foi de 100% para todas
as combinagdes (Tabela 2). Quando Escherichia coli e Klebsiella spp. sao
consideradas separadamente das outras espécies, o resultado encontrado é
semelhante. Porém, a sensibilidade de todas as combina¢cbes &€ menor para as
espécies nao-Escherichia coli e nao-Klebsiella spp. Ao avaliar a sensibilidade na
deteccdo de ESBL de duas combinagbes usadas simultaneamente, o valor
encontrado aumenta para 89,2% quando sao associados
cefpodoxima/cefpodoxima mais  acido clavulanico (CPD/CPD+AC) e
ceftazidimal/ceftazidima mais acido clavulanico (CAZ/CAZ+AC); 97,3% quando séo
associados CPD/CPD+AC e cefotaxima/ cefotaxima mais &cido clavulanico

(CTX/ICTX+AC) e 99,2% quando sao associados CAZ/CAZ+AC e CTX/CTX+AC,;
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sendo 100% somente quando as trés combinagdes s&o utilizadas. Na
determinagédo da CIM, assim como no teste de disco-difusdo (DD), o antibi6tico
cefotaxima apresentou maior sensibilidade na deteccdo de ESBL que a
ceftazidima. O resultado obtido com os demais antimicrobianos usados na triagem
de ESBL na CIM, também confirma os resultados obtidos na DD.

A poténcia (CIM 50) e atividade (CIM 90) de alguns antimicrobianos, além
da sensibilidade dos isolados produtores de ESBL, podem ser observadas na
Tabela 3. O ertapenem foi o antibidtico com maior poténcia, seguido pelo
imipenem, sendo que os dois apresentaram a mesma sensibilidade. Amicacina
teve a segunda melhor poténcia e também a segunda maior sensibilidade.
Ciprofloxacino e cefepime apresentaram poténcias semelhantes, seguidos de
aztreonam, ceftazidima, cefotaxima e por ultimo ceftriaxona. A sensibilidade as
cefalosporinas de terceira geragéo e aztreonam variaram de 7,4 a 33%, enquanto
da cefepime foi 46,1%. Os mesmos resultados sao obtidos se Escherichia coli e

Klebsiella spp. forem consideradas separadamente das outras espécies.
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Tabela 2- Sensibilidade e especificidade dos antimicrobianos utilizados na triagem

e confirmacao de amostras produtoras de ESBL

Teste ATM CRO CPD CAZ CTX DC1 DC2 DC3

Sensibilidade (%) 942 992 959 851 992 769 70,2 96,7

Especificidade (%) 26,5 11,8 11,8 323 11,8 100 100 100

Legenda: CPD=cefpodoxima; CAZ=ceftazidima; CTX= cefotaxima; DC1 (disco combinado 1)=
cefpodoxima/ cefpodoxima + &cido clavulénico; DC 2 (disco combinado 2)= ceftazidima/
ceftatazidima + acido clavulanico; DC 3 (disco combinado 3)= cefotaxima/ cefotaxima+ acido
clavulanico.
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Tabela 3- Poténcia (CIM 50), atividade (CIM 90) e perfil de sensibilidade dos

antimicrobianos testados contra as amostras produtoras de ESBL

Antibiotico CIM 50 CIM 90 % Sensivel
ATM 32 >256 16,5

CPM 16 64 46,1

CAZ 32 >128 32,9

CTX 128 256 7,4

CRO 256 >256 9,1

IPM 0,5 2 100

AMI 8 32 86,6

CIP 16 >16 33,8

ERT 0,12 2 100

Legenda: CIM 50 : minima concentragcdo capaz de inibir 50% dos isolados; CIM 90 : minima
concentragéo capaz de inibir 90% das amostras.
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DISCUSSAO

Devido a importancia da deteccdo de ESBLs, métodos de triagem e
confirmatérios sao utilizados rotineiramente para pesquisar a produgcdo dessas
enzimas em Escherichia coli e Klebsiella spp. Com o aumento da ocorréncia
também em outras enterobactérias, € preciso avaliar a ocorréncia também em
espécies nao-Escherichia coli e nao-Klebsiella spp., na rotina laboratorial.

A freqiéncia de amostras possiveis produtoras de ESBL entre as
enterobactérias estudadas foi 31,1%. Enquanto a de produtores confirmados foi
24,3%. Esse valor é considerado elevado quando comparado a trabalhos
realizados em outras regides (Schawber et al., 2004), demonstrando a importancia
da pesquisa desse mecanismo de resisténcia nos hospitais estudados. O
resultado é semelhante ao encontrado por outros autores no Brasil, que
detectaram a producédo de ESBL em 29% das enterobactérias testadas (Mendes
et al., 2000). A proporgédo de isolados confirmados em relagdo as possiveis
produtoras de ESBL (121/155 ou 78%) reforca a necessidade do teste
confirmatério na diferenciagcdo de ESBLs e outros mecanismos de resisténcia a 3-
lactamicos.

A espécie Klebsiella pneumoniae (67 isolados ESBL positivos) foi a
principal produtora de ESBL, como era esperado (Bradford, 2001). Porém,
Enterobacter cloacae (20 isolados ESBL positivos) teve prevaléncia maior que as
outras classicas produtoras (Escherichia coli = 14 e Klebsiella oxytoca = 3). O

mesmo foi descrito por Mendes et al. (2000). Foram encontrados isolados
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produtores de ESBL entre todas as espécies testadas, com excecdo de
Enterobacter gergoviae. @ A descricdio de ESBL em varias espécies de
enterobactérias, também ja foi descrita por outros autores (Pagani et al., 2002;
Champs et al., 2000; Galbart et al, 2000; Warren et al, 2000; Pitout et al., 2003;
Scherawber et al., 2004).

A ocorréncia de ESBL em isolados nao-Escherichia coli e nao-Klebsiella
spp. foi de 21,5%, sendo menor que para Klebsiella pneumoniae, considerada a
principal espécie produtora, porém semelhante a Klebsiella oxytoca (21,4%) e
maior que Escherichia coli (7,2%), que também sio consideradas produtoras
classicas. Esses resultados s&do maiores que os encontrados nos EUA (Bradford,
2001; Schwaber et al., 2004), porém, semelhante aos estudos obtidos em um
levantamento realizado em diversos paises da América Latina para Klebsiella spp.
e Escherichia coli (Sader, 2001), mostrando que a circulagdo de ESBL é maior na
regiao estudada.

Entre as espécies nao-Escherichia coli ndo-Klebsiella spp., as maiores
percentagens de isolados ESBL positivos foram encontrados nos géneros
Enterobacter. (27,1%), Serratia (20,9%), Citrobacter (14,3%) e Morganella
(11,8%), sendo que todos esses géneros produzem [-lactamase do tipo AmpC
cromossodmica induzivel. E sabido que a diminuigdo na permeabilidade da bactéria
aos antimicrobianos e a producdo de outras beta-lactamases induziveis podem
mascarar a presenca de ESBL (Varela et al., 2001; Schwaber et al., 2004; Tenover
et al., 1999; Thomsom, 2001). Como esses géneros apresentaram também

elevado numero de amostras inconclusivas, € razoavel supor que a ocorréncia
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nesses géneros pode ser ainda maior, e deve ser avaliada por técnicas de biologia
molecular.

O elevado numero de isolados produtores de ESBL resistentes a cefoxitina
encontrado (64/121 ou 52,98%), pode ser explicado pela grande quantidade de
bactérias que possuem AmpC cromossémica entre as consideradas ESBL
positivas, ja que as ESBLs ndo conferem resisténcia a esse antibiotico. Porém, a
cefoxitina ndo pode ser usada isoladamente para diferenciar ESBL de AmpC ou
de outras beta-lactamases, por que outros mecanismos, como mutagdes em
porinas, podem conferir esse fendtipo, quando sozinhos ou associados a [3-
lactamase na célula bacteriana (Yan et al., 2004).

E importante observar que as espécies classicas também tiveram isolados
ESBL positivos resistentes a cefoxitina (28 isolados em Klebsiella pneumoniae; 5
isolados em Escherichia coli e 2 isolados em Klebsiella oxytoca) e que Klebsiella
pneumoniae teve ainda, amostras inconclusivas (5 isolados). E conhecida a
recente disseminagdo de enzimas AmpC plasmidianas nessas espécies, podendo
ser motivo desses achados, além da possivel mutagédo em porinas (Coudron et al.,
2003; Yan et al., 2004).

Além de enzimas que mascaram a presenca de ESBL, as enterobactérias
podem possuir B-lactamases sensiveis ao acido clavulanico, que quando
produzidas em maiores concentragdes, sdo capazes de reduzir a sensibilidade as
cefalosporinas de terceira geracédo e aztreonam (Schwaber et al., 2004; BUSH et
al., 1995; Livermore, 2001) sendo confundidas com ESBLs; € o caso das B-

lactamases cromossOmicas Klebsiella oxytoca e de Proteus vulgaris ou
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plasmidianas de Serratia marcescens e Enterobacter cloacae (Schwaber et al.,
2004).

As diferengas fenotipicas entre as -lactamases sensiveis aos inibidores e
as ESBLs foram uitlizadas para distingui-las. No caso das enzimas K1 de
Klebsiella oxytoca usa-se a propriedade de ndo conferirem resisténcia a
ceftazidima. Além disso, a enzima K1 s6 confere resisténcia a cefalosporinas de
terceira geragcédo, quando a enzima esta presente em altas concentragbes, nao
sendo o acido clavulanico, presente nos testes utilizados, suficiente para inibi-la de
forma eficaz.

As enzimas cromossémicas de Proteus vulgaris foram diferenciadas das
ESBLs, por ndo conferirem resisténcia ao aztreonam. Ja as enzimas pertencentes
ao grupo 2f encontradas em Enterobacter cloacae e Serratia marcescens sao
enzimas capazes de degradar carbapenens, enquanto as ESBLs ndo o sao (Bush
et al.,1995; Livermore, 1995; Bush, 2001).

A ocorréncia de ESBL em outras espécies de enterobactérias, além das
tradicionais Escherichia coli e Klebsiella spp., ja tem sido descrita por varios
autores (Bonnet et al., 2000; Schwaber et al., 2004; Mendes et al., 2000; Tenover
et al., 1999; Varela et al., 2001). Existe, no entanto, grande dificuldade em avaliar
essa ocorréncia devido a falta de uma metodologia padronizada.

Schwaber et al. (2004) relataram recentemente que nos EUA ainda nao
existe a necessidade de uma padronizacéo para pesquisa de ESBL em espécies
nao-Escherichia coli e nao-Klebsiella spp., devido a pequena incidéncia desse

fenotipo, que no trabalho citado foi igual a 2,2%. Mas, na regido estudada, a
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incidéncia € aproximadamente dez vezes maior justificando a pesquisa de ESBL
em espécies nao-E. coli e nao-Klebsiella spp. nos hospitais de Curitiba.

Existem controvérsias a respeito da importancia clinica de se reportar ESBL
em espécies produtoras de beta-lactamases cromossémicas induziveis, que
corresponderiam a maioria das ESBLs nao-classicas encontradas no presente
trabalho. As cefalosporinas de terceira geragdo sdo consideradas resistentes para
esse grupo. Contudo cabe a consideragcdo de que o cefepime representa uma
opcéao terapéutica para os microrganismos produtores de AmpC, ao passo que
cepas produtoras de ESBL sao resistentes (Livermore, 1995). No caso do Proteus
mirabilis, a deteccdo € tdo importante como em Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, pois a espécie nao possui B-lactamases cromossdémicas conhecidas
(Livermore, 1995), tendo sido padronizada recentemente pelo CLSI (2005). Além
disso, a detecgao € epidemiologicamente importante porque o gene de resisténcia
encontra-se em plasmidios disseminaveis (Thomson, 2001).

Quanto a avaliagdo da eficiéncia dos substratos utilizados nos testes de
triagem e de confirmagao da producao de ESBL, verificamos a maior sensibilidade
dos antimicrobianos ceftriaxona e cefotaxima na detecg¢do de ESBL, tanto para as
classicas Escherichia coli e Klebsiella spp., quanto para as demais espécies. Um
bom resultado foi também encontrado com cefpodoxima e com aztreonam, ficando
a ceftazidima com o resultado menos satisfatorio, em especial para espécies néo-
Escherichia coli e nao-Klebsiella spp. Esses resultados dizem respeito,
principalmente ao tipo de enzima presente, que tem afinidade diferente com os

diversos substratos. Nesse caso, a enzima tem maior afinidade pela cefotaxima
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que pela ceftazidima, caracteristica tipica das beta-lactamases do tipo CTX-M, ja
encontrada em outros hospitais do Brasil (Bonnet et al., 2000; Bonnet et al., 2001)
e considerada o tipo dominante na América do Sul (Livermore e Brown, 2001).

A sensibilidade do teste de adicdo de acido clavulanico demonstrou a
necessidade de associar ao menos duas combinacdes diferentes de
cefalosporinas e de cefalosporinas mais acido clavulanico, a fim de obter uma
sensibilidade satisfatéria, principalmente para as espécies nao-E. coli e nao
Klebsiella spp. M'Zali et al. (2000) também observaram o aumento na
sensibilidade da deteccdo de ESBL quando mais de um substrato € utilizado.

Entre os antimicrobianos avaliados quanto a concentragao inibitéria minima,
0os carbapenémicos apresentaram a melhor poténcia (MICsy), sendo que o
ertapenem (MICso = 0,12) foi mais potente que o imipenem (MICs = 0,5). Kholer et
al. (1999). demonstraram que isso ocorre devido a maior afinidade do ertapenem
com as PBP 3, sendo a afinidade com PBP 2 semelhante para os dois. O
ertapenem tem sido recomendado para o tratamento de infec¢des causadas por
cepas produtoras de ESBL. Este antibiotico pode ser utilizado em dose diaria
unica, o que reduz o custo e possibilita tratamento ambulatorial; além dissoné&o
apresenta boa atividade contra ndo-fermentadores de glicose, néo contribuindo na
pressao seletiva responsavel pelo aumento da incidéncia de Pseudomonas spp. €
Acinetobacter spp. resistentes a carbapenémicos (Livermore et al., 2003,
Livermore et al. , 2001; Fuchs et al., 2001).

A reduzida sensibilidade (33,8%) das cepas ESBL positivas a ciprofloxacino

confirma que a resisténcia cruzada entre beta-lactdmicos e quinolonas é bastante
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comum em enterobactérias. Esse dado pode ser reforcado quando se considera o
total de isolados bacterianos aqui estudados, cuja sensibilidade ao ciprofloxacino é
de 67,3%.

A resisténcia cruzada com amicacina foi um evento menos comum. Este
aminoglicosideo apresentou a melhor poténcia e sensibilidade depois dos
carbapenémicos, resultado compativel com o encontrado por outros autores
(Shukia et al, 2004). Porém um antibidtico com elevada toxicidade e seu uso é
bastante restrito (Tavares, 2001), sendo os carbapenémicos, as drogas de escolha
para infecgdes causadas por bactérias produtoras de ESBL .

A CIMsp e CIMg, foi elevada para todas as cefalosporinas e aztreonam,
como era esperado. Porém, a sensibilidade nos testes in vitro, confirma a
necessidade de testes especificos para deteccdo da enzima e a liberagcdo dos
resultados de todos os B-lactdmicos, exceto carbapenémicos, como resistentes.
Essa necessidade tem sido discutida por varios autores como essencial para
garantir uma terapia adequada para os pacientes e, ainda, para auxiliar na
determinacédo de medidas de controle adequadas (Essack, 2000).

E possivel concluir que & necessario buscar a produgdo de ESBL também
em espécies nao-E. coli e ndo-Klebsiella spp. e que a cefotaxima demonstrou ser
o melhor antibiético para triagem e confirmacéo de ESBL em espécies produtoras
de ESBL classicas, e também para as outras espécies, nos hospitais envolvidos.
Além disso, os carbapenémicos foram confirmados como os antimicrobianos com

melhor poténcia e atividade contra as bactérias produtoras de ESBL.
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ANEXOS

ANEXO | - FORMULAS DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NA IDENTIFICAGAO
DE ENTEROBACTERIAS

1 - MBA — MEIO BASE PARA ACUCAR - CALDO BASE PURPURA DE BROMOCRESOL
1.1.Férmula:

Peptona de caseina: 10 gram as
Extrato de carne: 1 gram a.
Cloreto de sédio: 5 gram as.
Puarpura de bromocresol (0,04% aq.): 37,5 mL.
Agua destilada: 962,5 mL.
pH final: 6,8.

1.2. Modo de Preparo:

Misturar todos os ingredientes e aquecer suavemente até completa dissolugéo, colocando
por ultimo o indicador e ajustando pH. Distribuir 5mL em tubos com tampas, autoclavar a
121° C durante 20 minutos, conservar em geladeira.

1.3. As solugbes de: glicose, lactose, adonitol, arabnose, arabitol, celobiose, dulcitol,
galactose, inositol, manitol, maltose, melobiose, manose, rafnose, ramnose, sacarose,
salicilina, sorbitol, trealose e xilose; sdo adicionadas no momento do uso, em quantidade
suficiente para obter a concentracado de 0,5 mg/mL para salicilina e 1,0 mg/mL para os
demais.

1.4. No tubo da glicose utiliza-se um tubo de Durhan para verificar a formacao de gas.

2. CITRATO SIMMONS AGAR.

2.1. Férmula:

Citrato Simmons Agar Pesar conforme instrugéo do fabricante

Agua Destilada 1000 ml

2.2. Modo de Preparo:

Pesar o meio, acrescentar agua, deixar em repouso por 10 minutos e aquecer
homogeneizando levemente até fervura para completa dissolu¢do do agar. Ajustar o pH
conforme instrugdo do fabricante. Distribuir 4ml em tubos com tampas, autoclavar por 15
minutos 121°C.Conservar em geladeira.

3. FENILALANINA AGAR

3.1. Férmula:

Extrato de levedura: 3 gram as
Fosfato dipotassico: 1grama
Cloreto de sédio: 5 gram as
DL - fenilalanina: 2 gram as
Agar: 12 gram as
Agua Destilada q.s.p. 1000mL.
pH final: 7,3

3.2.Modo de Preparo:

Pesar 23 gram as do meio pronto e dissolver em 1000 mL de agua destilada. Acertar o pH
e aquecer até dissolver completamente.Distribuir em tubos com tampa, esterilizar em
autoclave a 121° C durante 15 minutos. Deixar o meio solidificar em posicéo inclinada.

Conservar em geladeira.
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4. CALDO MALONATO

4.1. Férmula:
Malonato Broth Pesar conforme instrugédo do fabricante
Agua Destilada 1000ml

4.2. Modo de Preparo:

Pesar o meio, acrescentar agua, deixar em repouso por 10 minutos e aquecer agitando
freqientemente até fervura para completa dissolugdo. Ajustar o pH em 6,7 + 0,2.
Distribuir 4ml em tubos com tampas. Autoclavar a 121° C durante 15 minutos. Ajustar o
pH em 7,4 + 0,2. Autoclavar o meio a 121° C durante 15 minutos. Conservar em geladeira.

5. ORNITINA DECARBOXILASE

5.1. Férmula:

Base de Falkow (Merck 6934): 1,8 gram as.
L-Ornitina: 1 gram a.
Agua destilada: 200 mL.

pH: 6,7 £ 0,1.

5.2. Modo de Preparo:

Pesar os componentes e diluir em 20 mL de agua destilada, aquecer somente o suficiente
para dissolver, ajustar o pH em 6,7. Distribuir em tubo com tampa a uma altura de 3cm.
Autoclavar a 121° C durante 15 minutos. Conservar em geladeira.

6. LISINA DECARBOXILASE

6.1. Férmula:

Base de Falkow: 1,8 gram as.
L-Ornitina: 1 gram a.
Agua destilada: 200 mL.

pH: 6,7 £ 0,1

6.2. Modo de Preparo:

Pesar os componentes e diluir em 20 mL de agua destilada, aquecer somente o suficiente
para dissolver, ajustar o pH em 6,7. Distribuir em tubo com tampa a uma altura de 3cm.
Autoclavar a 121° C durante 15 minutos. Conservar em geladeira.

7. ARGININA DIHIDROLASE

7.1. Férmula:

Base de Falkow 9,0g
L-arginina 5,09
Agua destilada 1.000ml|

7.2. Modo de Preparo:

Pesar os componentes, acrescentar agua, homogeneizar deixando em repouso por 10
minutos, aquecer o suficiente para completa dissolugdo. Ajustar o pH em 6,8 = 0,2.
Distribuir 4ml em tubos com tampa. Autoclavar a 121° C durante 15 minutos. Conservar
em geladeira.

8. CALDO INDOL

8.1. Férmula:

Extrato de carne: 1 gram a.
Peptona: 4 gram as.
Cloreto de sédio: 1 gram a.

L-Triptofano: 0,2 gram a.
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Agua destilada: 200 mL.

8.2. Modo de Preparo:

Pesar todos os componentes, diluir em 200 mL de agua, acertar o pH em 7,4 e aquecer
até completa dissolugdo. Aliquotar 4 mL em tubos com tampas. Esterilizar em autoclave a
121° C por 20 minutos. Conservar em geladeira. Obs: apés incubacao, revelar a produgdo
de indol colocando 1 gota de Reativo de Kowacs.

9. CALDO NITRATO

9.1. Féormula:
Caldo Nitrato Pesar conforme instrugdo do fabricante.
Agua destilada 200ml.

9.2. Modo de Preparo

Pesar o meio, acrescentar agua, deixando em repouso por 10 minutos, aquecer agitando
freqientemente para completa dissolucdo. Ajustar pH em 7,0 + 0,2. Distribuir 5ml em
tubos com tampa, contendo tubos de Durhan invertidos. Autoclavar 121° C durante 15
minutos. Conservar em geladeira.

10. MOTILIDADE
10.1 Férmula:

Peptona bacterioldgica 19
Cloreto de sédio 0,59
Extrato de carne 0,3¢g
Agar-Agar 049
Agua destilada 100 mL

10.2. Modo de Preparo:
Todos os compostos s&o adicionados a agua, hidratar por 10-15 minutos e aquecer até
até dissolver todos os componentes, deixar baixar a temperatura até aproximadamente
50°C, ajustar o pH para 7,4. Com auxilio de uma pipeta distribuir em tubos, com um
volume de aproximadamente 5 mL. Esterilizar em autoclave a 121 °C por 15 minutos.
Conservar em geladeira.

11. CALDO UREIA
11.1 Férmula:

Uréia: 40 gram as.
Fosfato monopotassico: 18,2 gram as.
Fosfato dissodico: 19,0 gram as.
Extrato de levedura: 0,2 gram a.
Vermelho de fenol: 0,02 gram a.
Agua destilada: 200 mL.

11.2. Modo de Preparo:
Pesar todos os componentes e dissolver em 200 mL de agua destilada. Filtrar em
membrana Millipore 0,22 u. Distribuir em tubos esterelizados aliquotas de 1 ou 2 mL.

12. AGAR ESCULINA

12.1. Férmula:

Esculina 1,0g
Citrato de ferro amoniacal 0,59
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B.H.I 40,09
Agar 15,09
Agua destilada 1.000ml

12.2. Modo de Preparo:

Pesar todos os componentes, acrescentar agua, deixar em repouso por 10 minutos,
aquecer agitando freqlientemente até fervura para completa dissolugéo. Ajustar o pH em
7,0 £ 0,2. Distribuir 5ml em tubos com tampa. Autoclavar a 121° C durante 15 minutos.
Conservar em geladeira entre 2 e 8° C.

13. DETECCAO DE H,S (Agar Sulfito Bismuto — BSA)
13.1. Férmula:

Caseina/peptona (50/50) 10,09
Extrato de carne 5,09
Glucose 5,09
Fosfato dissédico (NA,HPOy,) 4,09
Sulfeto ferroso (Fe SO,) 0,39
Sulfito de Bismuto 8,0g
Verde brilhante 0,025¢g
Agar 20g
Agua destilada 1000mL

13.2. Modo de Preparo:

Pesar todos os componentes, acrescentar agua, deixar em repouso por 10 minutos,
aquecer agitando frequentemente até fervura para completa dissolugédo. Ajustar o pH em
7,5 £ 0,2. Distribuir 5ml em tubos com tampa. Autoclavar a 121° C durante 15 minutos.
Conservar em geladeira entre 2 e 8° C.

14.MEIO DE CLARK E LUBS (PARA VM E VP)
14.1. Férmula:

Peptona 7,09
Glucose 5,09
Tampéo fosfato de potassio(K.HPO,) 5,09
Agua destilada 1000 mL

14.2. Modo de Preparo:

Acrescentar agua apo6s a pesagem dos componentese aquecer sob agitacédo até a
fervura para completa dissolugdo. Ajustar o pH em 6,9. Distribuir 5ml em tubos com
tampa. Autoclavar a 121° C durante 15 minutos. Conservar em geladeira entre 2 e 8° C.
14.3. Reativo Vermelho de Metila (VM): 0,1 g de vermelho de metila em 300mL de etanol
95%

14 .4. Reativo de Voges-Prostauker (VP): A) 5% de a-naftol em 95% de etanol. B)
Hidréxido de potassio 40%.
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ANEXO Il - PROCEDENCIA DOS MEIOS DE CULTURA, DISCOS E ANTIBIOTICOS
UTILIZADOS NO TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS POR DISCO
DIFUSAO E CONCENTRAGCADO INIBITORIA MINIMA

1.MUELLER-HINTON AGAR

1.1 Procedéncia: Difco Lote 4194818

1.2 Modo de Preparo:

Mueller Hinton Agar Pesar conforme instrugéo do fabricante

Agua destilada 1000 ml

Pesar o meio, acrescentar a agua, deixar em repouso por 10 minutos e aquecer agitando
freqientemente até a completa dissolugao

2. DISCOS USADOS NO TESTE DE TRIAGEM
2.1.Procedéncia: Newprov produtos para laboratério Curitiba, PR, Lote: 1076

3.DISCOS USADOS NO TESTE CONFIRMATORIO
3.1. Procedéncia: Oxoid ® , Lote 358313 (CPD) 52438 (CD1) 368315 (CAZ) 252146
(CD2) 320186 (CTX) 342034 (CD3) 332046 (CFO)

4. ANTIBIOTICOS USADOS NA CONCENTRACAO INIBITORIA MiNIMA
4 1Procedéncia:

4.1.1 Cefotaxima Sal sédico Poténcia 100% Sigma Chemical CO (Louis,
MO, USA) Lote 083k0747

4.1.2 Ceftriaxona Sal sédico Poténcia 100% Sigma Chemical CO (Louis,
MO, USA) Lote 083k0521

4.1.3.Cefotaxima Sal sodico Poténcia 100% Sigma Chemical CO (Louis,
MO, USA) Lote 044k0523

4.1.4.Ceftazidima Sal carbonato Poténcia 89,4% Sigma Chemical CO (Louis,
MO, USA) Lote 100973C

4.1.5.Cefepime Maxcef ® Cloridato de Cefepime Bristol-Myers Squibb
(Sao Paulo,SP) Poténcia 58% Lote: 04G100
4.1.6.Imipenem Tienam ® 500 Imipenem/cilastina soédica,MSD Poténcia 50%

Merck Sharp & Dohme (S&o Paulo, SP)  Lote FI019

4.1.7 .Ertapenem Invans® Ertapenem sédico, MSD Poténcia 90% Merck Sharp &
Dohme (Sao Paulo, SP) Lote 0700370

4.1.8.Amicacina Sal sulfato  Poténcia 74% Sigma Chemical CO (Louis, MO, USA)
Lote 014k1282
4.1.9.Ciprofloxacino hidrocloreto  Poténcia 100% ICN Biomedicals Inc. (Aurora,
Ohio, USA); Lote4913f
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ANEXO III- TECNICA DA DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA

(CIM) POR MICRODILUIGAO EM AGAR (NCCLS, 2000)
1. VARIACAO DAS CONCENTRACOES TESTADAS

Deve abranger as concentracdes limite, estabelecidas pela NCCLS
(NCCLS, 2004), para a determinacao dos padrdes de sensibilidade das cepas a
serem testadas, e ainda as concentragcdes padronizadas para as cepas controle.
As concentracbes a serem testadas para cada antibidtico sao determinadas
incluindo duas concentracdes acima da limite de resisténcia até o menor valor
atribuido as cepas controle.
Tabela 1.1: Antibioticos e Concentracbes testadas na determinagdo da

concencentracao inibitéria minima.

Antibiotico Concentragdes testadas (ug/mL)

Amicacina 0,5 - 256

Aztreonam 0,06 — 128
Cefepime 0,016 — 256
Cefotaxima 0,03 — 256
Ceftazidima 0,06 — 128
Ceftriaxona 0,03 — 256
Ciprofloxaxino 0,004 - 16
Ertapenem 0,006 - 16

Imipenem 0,006 - 16

2. CONCENTRACAO DAS SOLUCOES ESTOQUE

Determinada de acordo com a maior diluicdo a ser usada e a quantidade de
agar Miller-Hinton a que sera a que sera adicionada, pois o agar dilui a solugdo do
antibiético. Podem ser uasadas placas grandes, com 50 ml de MHA, suficientes
para obter 3-4 mm de espessura padronizados, entdo a maior concentragcéo a ser
usada de cada antibiético € multiplicada por 50 para obter a concentracéo de cada

solugdes estoque.
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Antes de pesar o sal e preparar as solugdes, deve-se corrigir o calculo de
acordo com a poténcia e pureza do mesmo. Deve-se ainda observar qual é o
melhor solvente para aqueles insoluveis em agua.

A solucdo deve ser aliquotada, em volumes menores, e congeladas a —20°C
até o uso.

Tabela 2.1 — Concentracio das solucdes estoque

Agente Forma Concentracio | Concentracdo lo | Potencia | Solvente
antimicrobiano | /Lote da SE(ug/ml) | (ug/ml) no MHA | do ATB utilizado
Amicacina Sal 12.800 256 740 Agua
Ciprofloxacino | Sal 800 16 1000 Agua
Imipenem Med 3.200 64 500 NaCl 0,9%
Cefepime Med 6.400 128 580 NaCl 0,9%
Cefoxitina Sal 6.400 128 1000 Agua
Ceftazidima Sal 6.400 128 894 Agua
Aztreonam Sal 6.400 128 1000 Agua
Cefotaxima Sal 12.800 256 1000 Agua
Ceftriaxona Sal 12.800 256 1000 Agua
Ertapenem Med 3.200 64 900 NaCl 0,9%

3. DILUICOES SERIADAS

A solucéo estoque é filirada, para esterilizacdo, e diluida com agua
destilada estéril (tipo Milli Q), em camara de fluxo laminar horizontal, a fim de obter
as concentragdes desejadas. A primeira diluicdo deve fornecer a maior
concentragao a ser testada. A seguir, 1 mL é retirado e transferido para o préximo
tubo com o mesmo volume de diluente. Esse processo € repetido até alcancar a
menor concentracao desejada.
4. PREPARO DAS PLACAS

O Miller-Hinton agar deve ser preparado de acordo com as instru¢des do
fabricante, observando os cuidados necessarios. Apoés diluir o agar em
microondas, distribui-se em aliquotas de 49 mL, usando frascos bem vedados. O
pH médio do meio foi mantido entre 7,2 a 7,4. Ap6s a esterilizagdo em autoclave
(121 °C/ 15 min), resfria-se em banho-maria 48-50° C. Adiciona-se o
antimicrobiano, e apés bem homogeneizados distribui-se em placas descartaveis

esterelizadas, em camara de fluxo laminar horizontal.
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5. INOCULO, INCUBACAO E LEITURA DAS PLACAS

Para o indculo, é recomendada a concentracdo final de 10* UFC (unidades
formadoras de colbnia). Para obté-la, primeiramente ajust-se a suspensio
bacteriana em escala 0,5 de McFarland (10® UFC/mL). Esta suspenséo ¢ diluida
1:10 a fim de se obter a concentracao de 10" UFC/mL e utilizando o inoculador,
que dispensa de 1 a 2 uL, o resultado é a concentragdo final desejada, ou seja,
10* UFC.

O inéculo é feito usando um multinoculador com 96 pinos por contato, com
aliquotas da suspensao bacteriana em placas de ELISA de 96 pogos.
Primeiramente é inoculada uma placa controle, sem antibi6tico, e depois placas
com concentragdo crescente de antibidtico. No final inocula-se também outra
placa controle sem antimicrobiano, para avaliar a contaminagéo e o carregamento
de antibiéticos pelo multinoculador. Esperou-se que os inéculos secassem (30
minutos), as placas foram incubadas 36° C por 16-20 horas.

A concentragdo inibitoria minima € a menor concentracédo do antibidtico
que inibe completamente o crescimento bacteriano, ndo considerando a pelicula
causada pelo depdsito bacteriano. A poténcia do antibiético é definida pela
concentragao capaz de inibir cinqiienta por cento (50%) das cepas (CIM 50) e a
atividade pela concentragdo capaz de inibir noventa por cento (90%) das cepas
(CIM 90).

6. CONTROLE DE QUALIDADE (NCCLS, 2004).

O controle de qualidade dos testes de sensibilidade, bem como dos testes
confirmatoérios para ESBL, foram realizados com cepas controle ATCC (American
Type Colletion Culture) : Escherichia coli ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, utilizando para o controle os critérios estabelecidos pelo
NCCLS,2004.
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ANEXO 1V- RESULTADOS OBTIDOS PARA OS ISOLADOS POSITIVOS NO TESTE DE
TRIAGEM
A- Resultados do Teste de Disco Difusdo
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ANEXO IV-PLANILHA DOS RESULTADOS OBTIDOS PARA OS ISOLADOS
POSITIVOS NO TESTE DE TRIAGEM

.....

B- Resultados da concentrac¢io inibitéoria minima
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