Deteccao da producao de betalactamases de espectro estendido
em cepas uropatogénicas de Escherichia coliisoladas de pacientes
de um laboratoério privado da cidade de Criciuma - SC*

Detection of extended spectrum beta-lactamases production in
uropathogenic strains of Escherichia coliisolated from patients of a
private laboratory in the city of Criciuma — SC

Cleidiane Lohmann Jung' & Cleonice Maria Michelon?

RESUMO - A infecgéo do trato urinario (ITU) é uma das infecgées mais comuns no
ser humano. A Escherichia coli é o principal patégeno causador de ITU, sendo
responsavel por cerca de 80% dos casos. Atualmente um dos mais graves
problemas em todo o mundo, sdo 0s microrganismos resistentes a diversos
antimicrobianos. Um dos principais mecanismos de resisténcia é a produgdo de
betalactamases de espectro estendido (ESBL), enzima produzida por
enterobactérias, que hidrolisa 0 anel betalactamico dos antibidticos. Os antibibticos
betalactdmicos sdo comumente usados para tratar pacientes infectados com E. coli.
O presente estudo analisou a producdo de ESBL em cepas uropatogénicas de E.
coli presentes em amostras de urina coletadas de pacientes atendidos em um
laboratério privado da cidade de Criciuma — SC. A deteccao da producdo de ESBL
foi realizada pelo método de disco-difusdo, conforme os critérios estabelecidos pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). As amostras foram coletadas
entre 15 de julho/2012 a 15 de setembro/2012, neste periodo foram identificados
421 isolados positivos para E. coli, nestes houve producao de ESBL em 5,94% das
amostras. O percentual encontrado foi inferior ao encontrado em outros estudos, no
entanto, deve alertar para a circulacdo de cepas resistentes aos betalactamicos na
comunidade.

PALAVRAS-CHAVE - Infec¢des do trato urinario, Escherichia coli, betalactamases.

SUMMARY — Urinary tract infection (UTI) is one of the most common infections in
humans. Escherichia coli is the principal pathogen of UTI accounting for about 80%
of cases. Currently one of the most serious problems in the world is the resistant
microorganisms to many antimicrobial drugs. A major mechanism of resistance is the
production of the extended epectrum beta-lactamase (ESBL), an enzyme, produced
by enterobacteria, hat hydrolyse the beta-lactamic ring of antibiotics. The beta-
lactamic antibiotics are commonly used to treat patients infected by E. coli. The
present study examined the ESBL production in uropathogenic strains of E. coli
present in urine samples collected from patients served at a privated laboratory in the
city of Criciuma-SC. ESBL production was performed by disk diffusion method
according to criteria established by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Samples were collected from july-15-2012 to September-15-2012, in this
period were identified 421 isolates for E. colii ESBL was produced in 5.94% of
samples. The percentage found was lower than that found in other studies, however,
should alert to the viability of beta-lactam-resistant strains in the community.
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INTRODUCAO

A infeccao do trato urinario (ITU) caracteriza-se como um conjunto de
alterac6es patolégicas consequentes da multiplicacdo de diversos microrganismos
neste local’®, sendo considerada a segunda causa de infeccdo mais comum no ser
humano?'. Esta infeccdo pode acometer homens e mulheres das mais variadas
idades, entretanto, os grupos mais vulneraveis sao criancas com até seis anos de
idade, mulheres jovens com vida sexual ativa e idosos®.

O trato urinario pode ser invadido por uma grande diversidade de
microrganismos, como bactérias, virus e fungos®'. No entanto, a maioria das ITU é
causada por enterobactérias, devido a proximidade da regido perianal com a
abertura da uretra®.

A Escherichia coli (E. coli) é o agente patogénico mais comum de infeccoes
bacterianas em todo o mundo, sendo o causador em torno de 80% dos casos”. As
bactérias Gram-negativas, incluindo a E. coli, sdo responsaveis por grande parte das
infecgbes nosocomiais e comunitarias, estas desenvolvem diferentes mecanismos
de resisténcia para neutralizar a agdo dos antibiéticos®.

Atualmente, um dos mais graves problemas que atingem os servicos de
saude em todo o mundo, é a emergéncia de microrganismos resistentes a diversos
antimicrobianos®. A resisténcia bacteriana pode ser definida como um conjunto de
mecanismos de adaptacao das bactérias, contra os efeitos nocivos ou letais aos
quais estdo sendo expostas'?.

Os antibidticos betalactamicos sdo comumente usados para tratar pacientes
infectados por bactérias Gram negativas. A producdo de betalactamases é o
principal mecanismo de inativagdo destes antibiéticos®, destacando-se a producéo
de betalactamase de espectro estendido (ESBL), que é mediada por genes
plasmidiais ndo induziveis'®. A capacidade ou ndo da betalactamase conferir
resisténcia depende da quantidade de enzima produzida, da velocidade com que o
betalactdmico penetra pela membrana celular externa (permeabilidade de
membranag e da habilidade desta enzima hidrolisar o antimicrobiano em questao
(poténcia)'’.

Deste modo, o tratamento de infec¢gdes causadas por cepas produtoras de
ESBL oferece um substancial desafio a terapia antimicrobiana, pois as ESBL séo
capazes de minimizar as opgoes terapéuticas através da hidrolise de penicilinas,
cefalosporinas de todas as geracdes e monobactamicos''. Sao inibidas por
compostos como sulbactam, tazobactam e &cido clavulanico', portanto, somente
alguns antibidticos betalactdmicos conservam sua atividade frente a cepas
produtoras de ESBL®.

Segundo o estabelecido pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), deve-se reportar resisténcia a todos os antimicrobianos betalactamicos de
amplo espectro, para qualquer microrganismo em que a producdo de ESBL seja
confirmada, independente dos resultados obtidos nos testes in vitro®.

O laboratério de Microbiologia tem um importante papel na deteccdo de
bactérias produtoras de ESBL em isolados clinicos comunitarios e/ou nosocomiais,
pois um rapido diagndstico é necessario para o adequado manejo dos pacientes,
visto que ha dados indicando a relacdo de ESBL com complicagdes clinicas e
mortalidade®.

Nesse contexto, o presente estudo tem por objetivo detectar a producao de
betalactamases de espectro estendido (ESBL) em cepas uropatogénicas de E. coli



presentes em amostras de urina coletadas de pacientes atendidos em um laborat6rio
privado da cidade de Criciuma — SC.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

As amostras utilizadas neste estudo foram constituidas de cepas
uropatogénicas de E. coliisoladas de pacientes atendidos em um laboratério privado
da cidade de Criciuma - SC, no periodo de 15 de julho/2012 a 15 de setembro/2012.

As cepas de E. coli foram isoladas e identificadas através de métodos
adotados pelo referido laboratério, constando de inoculacdo primaria em meios de
cultura de rotina e identificacdo com a utilizacdo de séries bioquimicas para
enterobactérias.

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinado pela
metodologia de disco-difusdo, de acordo com as normas do CLSI, padronizado no
laboratério que concedeu as amostras.

Teste de Triagem para ESBL

As cepas uropatogénicas de E. coli estudadas foram avaliadas quanto ao seu
potencial em produzir ESBL através de triagem por disco-difusdo com
betalactdmicos de amplo espectro conforme recomendado pelo CLSI. Com excecao
do farmaco cefpodoxima que ndo é utilizado pelo laboratério que forneceu as
amostras’.

Teste Confirmatorio para ESBL

As amostras consideradas com triagem positiva foram submetidas ao teste
para confirmacado da presenca de ESBL através do método de discos combinados,
recomendado pelo CLSI. Este método baseia-se na inibicdo da hidrélise do
substrato betalactamico na presenca de inibidores de betalactamases’.

Foram utilizados discos de cefalosporinas (ceftazidima e cefotaxima, 30 ug
cada), com e sem a adicdo de &cido clavulanico (10 pg). Apds a incubagéo
comparou-se o halo do disco com a cefalosporina isolada e do disco com a
cefalosporina associada ao 4&cido clavulanico, caracterizando como resultado
positivo para presenca de ESBL, um aumento de 5mm no halo de inibicdo no disco
com acido clavulanico’.

RESULTADOS

No periodo em que foi desenvolvido o estudo, o referido laboratério teve 2542
pedidos de exames de urocultura, destes 22,23% (565) tiveram crescimento
bacteriano (Figura 1). Das cepas isoladas e identificadas pelos métodos utilizados
pelo laboratério, foram caracterizados 74,51% (421) isolados positivos para E. coli
(Figura 2), sendo 18 de origem hospitalar e 403 de origem ambulatorial.

Dentre as culturas positivas identificadas como cepas uropatogénicas de E.
coli, 6,18% (26) apresentaram teste de triagem positiva, sendo portanto sugestivas
para producao de ESBL (Figura 3).

Das 26 amostras submetidas ao teste confirmatério de producdo de ESBL
96,15% (25) apresentaram um halo de inibicdo = 5mm entre os halos obtidos nos



discos de ceftazidima isolado e combinado e/ou nos discos de cefotaxima isolado e
combinado, caracterizando portanto isolados positivos de producdo de ESBL.
Apenas 3,84% (1) das bactérias com triagem positiva foi considerada negativa, néo
produtora de ESBL. A Tabela 1 demonstra os halos obtidos.

Apbs o teste confirmatério, dos 421 isolados positivos para E. coli, a
producéo de ESBL foi observada em 5,94% (25), conforme demonstrado na Figura
4,

Quanto a procedéncia, dos 421 isolados de E.coli 72% (18) tiveram origem
hospitalar, destes 11,11% (2) eram produtores de ESBL em comparacao aos 403
isolados originados de pacientes ambulatoriais, onde 5,70% (23) foram confirmados
como produtores de ESBL (Figura 5).

Das cepas produtoras de ESBL identificadas no estudo, 18 eram provenientes
de pacientes do sexo feminino e 28% (7) do sexo masculino (Figura 6). Quanto a
faixa etaria, 56% (14) das cepas produtoras de ESBL foram isoladas de pacientes
com mais de 60 anos de idade (Figura 7).

DISCUSSAO

A ITU consiste na colonizacdo microbiana da urina, seguida de invasao
tecidual de qualquer estrutura do sistema urinario®, sendo considerada a segunda
causa de infeccdo mais comum na comunidade, atras somente das infeccdes
respiratérias. A maioria das ITU é causada principalmente por enterobactérias,
sendo a Escherichia coli a espécie bacteriana mais comumente isolada nos
laboratérios clinicos, portanto o patégeno mais comum nas infecgdes urinérias®.

As bactérias multirresistentes, estao atualmente entre os maiores problemas
de saude publica encontrados em todo o mundo, pois podem levar o paciente
acometido ao Obito. O principal mecanismo de resisténcia emergente entre as
Enterobacteriaceae é a producdo de betalactamases de espectro estendido,
enzimas capazes de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro, que sdo bastante
utilizadas na terapia antimicrobiana de infeccdes por enterobactérias'’, a sua
utilizacdo cada vez maior tem influenciado a disseminacéo destas cepas®.

No periodo em que se desenvolveu este estudo, o percentual de uroculturas
positivas foi de 22,23%, estando compativel com os resultados obtidos em outros
estudos realizados em diferentes regides do Brasil® 232425 27,

A E. coli foi o principal microrganismo isolado, predominando em 74,51% dos
isolados positivos, estando de acordo com a literatura, que o descreve como sendo o
agente causal de 70% a 95% dos casos de [TU' 1923 24.27,

A presenca de espécies bacterianas produtoras de ESBL, varia conforme o
pais ou regiao de abrangéncia do estudo, todavia, a K. pneumoniae e a E. coli sao
as espécies mais frequentemente encontradas como produtoras destas enzimas®.

No presente estudo, avaliou-se a producdao de ESBL frente as cepas
uropatogénicas de E. coli. Na triagem inicial, 6,18% das cepas uropatogénicas de E.
coli, foram caracterizadas como possiveis produtoras de ESBL, o indice encontrado
foi semelhante ao descrito no estudo de Wollheim (2009), que apresentou 8,20% de
positividade®'.

No teste de triagem podem ocorrer casos de falso-positivos, deste modo, vale
ressaltar a importancia da realizacao de testes confirmatérios que se baseiam na
inibicdo da enzima pelo acido clavulanico'’.



Em estudos realizados por Nogueira et al (2006) e Oliveira et al (2009), foi
confirmada a presenca de ESBL pelo método do disco combinado, respectivamente
em 78% e 61,1% de isolados da familia Enterobacteriaceae, previamente resistentes
as cefalosporinas de terceira geracdo e ao aztreonam. Em nossos resultados,
verificamos que 96,15% dos isolados identificados como possiveis produtores de
ESBL apresentaram um halo de inibigdo = 5mm entre os halos obtidos nos discos de
ceftazidima isolado e combinado e/ou nos discos de cefotaxima isolado e
combinado, caracterizando portanto isolados positivos de grodugéo de ESBL,
estando acima do esperado se comparado com outros estudos'™ ’°.

A confirmagdo da producdao de ESBL por métodos fenotipicos pode
apresentar algumas variacbes dependendo do método utilizado. Além disso, a
sensibilidade de cada método depende do numero e do tipo de antimicrobiano
utilizado. O uso de mais de um disco de antimicrobiano para o teste de triagem,
contribui para uma melhor sensibilidade na deteccdo'®. Para o teste de disco
combinado, Navon-Venezia e colaboradores descreveram uma sensibilidade de
100% associando as combinacdes ceftazidima/ac. clavulanico (CAZ/AC) e
cefotaxima/ac. clavulanico (CTX/AC) como teste confirmatério. Teste este
recomendado pelo CLSI e utilizado em nosso estudo ™.

No6s encontramos, apds realizacdo do teste confirmatério, taxa de producao
de ESBL de 5,94%, sendo que a taxa encontrada em diferentes partes do mundo
varia muito principalmente em fungcado da amostragem utilizada. Dados do SENTRY
Antimicrobial Surveillance Program mostram as variacdes nesse indice em isolados
de E. coli produtores de ESBL: América Latina = 8,5%, Canada = 4,2%, EUA = 3,3%
e Europa = 11,1%. No Brasil os dados do SENTRY mostram um percentual de 9,1%
de isolados produtores de ESBL para E. coli'®.

Corroborando com nossos resultados, Wollheim (2009), demonstra em seu
estudo a producdo de ESBL em 6,7% das cepas de E. coli adquiridas na
comunidade e no ambiente hospitalar. Em outro estudo recente, 6% dos isolados de
E. coli foram caracterizados como produtores de ESBL, sendo em sua maioria
recuperados de uroculturas' 3",

O fato das taxas dos estudos descritos anteriormente estarem abaixo da
média nacional, pode estar associada a procedéncia das amostras. Ao analisarmos
o percentual em relacdo a procedéncia das cepas produtoras de ESBL, nossos
resultados apresentaram indices de 5,70% para isolados de pacientes ambulatoriais
e 11,11% para isolados provenientes de pacientes hospitalizados, estando de
acordo com outros estudos onde a producao de ESBL ocorre com maior frequéncia
em amostras procedentes de pacientes hospitalizados. Em pesquisas realizadas
com amostras de E. coli de origem hospitalar nos estados do Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul, confirmou-se a producao de ESBL em respectivamente 11,45% e
15,76% das amostras analisadas'" %,

Vale ressaltar que a pesquisa fenotipica desse importante mecanismo
enzimatico tem relevancia tanto no contexto epidemiolégico quanto no terapéutico,
para que se possa impedir o surgimento de surtos e falhas no tratamento'®. Porém a
certa dificuldade na deteccao de cepas produtoras de ESBL, decorrente de varios
fatores, como a grande variedade de tipos de ESBL, que podem variar de cepa para
cepa e alteracoes na poténcia e afinidade das betalactamases aos diferentes
antimicrobianos betalactamicos. A deteccdo laboratorial apresenta grande
importancia, uma vez que ha varios relatos de faléncia terapéutica devido ao uso de
cefalosporinas de terceira geracao e penicilinas de amplo espectro no tratamento de
infeccdes causadas por cepas produtoras de ESBL'. Por este motivo, os



laboratérios que pesquisam cepas produtoras de ESBL na rotina, ao confirmarem a
producdo desse mecanismo de resisténcia, independente do resultado obtido in
vitro, devem liberar os resultados de seus testes de sensibilidade indicando que a
cepa é resistente a todas as penicilinas, cefalosporinas e aztreonam, seguindo o que
é determinado pelo CLSI"'".

As altas taxas de resisténcia bacteriana de importancia clinica, entre elas a
producdo de ESBL, fizeram que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), no ano de 2010, proibisse a venda de antimicrobianos sem prescricao
médica, com o intuito de diminuir o uso inadequado desses medicamentos pela
populacdo brasileira® *°. Outro fator importante na contencdo da disseminacdo de
bactérias produtoras de ESBL é a adogcdo de determinadas medidas, simples e
faceis de serem implantadas, tais como o tratamento racional e adequado, a adocgao
de condi¢cdes higiénicas pelos profissionais e em casos de pacientes hospitalizados
o isolamento dos mesmos®?®.

CONCLUSAO

Os resultados encontrados demonstram que cepas de E. coli causadoras de
infeccdo urinaria podem apresentar importantes mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, entre eles a producado de ESBL, o que consequentemente dificulta
a eficacia do tratamento de ITU.

Em suma os dados encontrados neste estudo foram inferiores a média
nacional atribuida pelo SENTRY, no entanto, a taxa de cepas de E. coli
uropatogénicas produtoras de ESBL encontrada em amostras provenientes do
ambiente hospitalar é semelhante a descrita em outros estudos. Com relagdo ao
percentual de cepas uropatogénicas de E. coli produtoras de ESBL procedentes de
pacientes ambulatoriais, o indice obtido alerta para a circulagdo de cepas resistentes
aos betalactamicos na comunidade.

Os indices de ESBL encontrados confirmam a preocupacao mundial a cerca
da emergéncia deste mecanismo de resisténcia. Neste contexto, a pesquisa de
rotina de microrganismos produtores de ESBL é de grande importancia, visto que é
necessario um rapido diagnéstico para o adequado manejo dos pacientes
infectados, evitando a prescricdo de um medicamento ineficaz ao paciente e
dificultando, assim a disseminacao de cepas multirresistentes.

ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em pesquisa com seres humanos da UNESC, protocolo n° 88.282 de acordo com a
Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS).
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Tabela 1

PACIENTE | CTX |CTX+CLV| CAZ |CAZ+CLV
1 R R 11 mm 25 mm
2 18 mm 16 mm 23 mm 30 mm
3 17 mm 14 mm 21 mm 29 mm
4 R R 14 mm 21 mm
5 15 mm 6 mm R 12 mm
6 R R 18 mm 30 mm
7 17 mm 15 mm 22 mm 28 mm
8 22 mm 28 mm 23 mm 23 mm
9 20 mm 33 mm 25 mm 31 mm
10 25 mm 30 mm 26 mm 31 mm
11 18 mm 19 mm 10 mm 16 mm
12 R R 23 mm 30 mm
13 19 mm 31 mm 25 mm 30 mm
14 23 mm 34 mm 28 mm 32 mm
15 24 mm 26 mm 22 mm 25 mm
16 18 mm 21 mm 24 mm 30 mm
17 15 mm 16 mm 10 mm 16 mm
18 13 mm 16 mm 23 mm 29 mm
19 11mm 18 mm 24 mm 28 mm
20 R R 18 mm 25 mm
21 13 mm 16 mm 25 mm 31 mm
22 20 mm 15 mm 26 mm 30 mm
23 19 mm 23 mm 26 mm 32 mm
24 30 mm 30 mm 24 mm 30 mm
25 24 mm 34 mm 37 mm 37 mm
26 21 mm 21 mm 16 mm 22 mm

Fonte: Laboratdrio privado da cidade de Criciima - SC
(CTX) Cefotaxima; (CTX+CLV) Cefotaxima + Ac. Clavulanico;
(CAZ) Ceftazidima; (CAZ+CLV) Ceftazidima + Ac. Clavulanico.
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