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RESUMO

Justificativa e Objetivos: Bactérias produtoras de betalactamase de espectro ampliado (ESBL) sdo crescentes, sobretudo, pelo uso
rotineiro de antibioticos. Causam principalmente, infec¢des urinarias e de feridas operatorias e, caracterizam-se pela resisténcia as cefa-
losporinas de terceira geragao, aztreonam e associacdo de cefalosporinas com acido clavulanico. Este estudo teve como objetivo conhecer
a frequéncia de Escherichia coli ESBL e Klebsiella spp. ESBL através da analise fenotipica. Métodos: Teste de sensibilidade in vitro por
aproximacao de discos (CLSI), de bactérias isoladas de meios bioldgicos dos pacientes atendidos no HUGV entre 2017 e 2018. Resultados:
34,66% eram Escherichia coli ESBL e 46,80% Klebsiella spp. ESBL, totalizando 39,34% de amostras ESBL. Dos meios bioldgicos predomina-
ram ESBL na: urina (56,25%) e feridas cirurgicas (22,91%). Clinicas com maior ocorréncia de ESBL: médica e cirdrgica. Conclusdo: Os indices
de ESBL no HUGV estdo proximos ou até mais altos do que em algumas regides do pais. Consoante a literatura revisada, predomina a
Escherichia coli nos isolados e ha mais Klebisella spp. ESBL do que Escherichia coli ESBL.

Descritores: Fendtipo. Escherichia coli. Klebsiella. ESBL. Infeccao Hospitalar.

ABSTRACT

Background and Objectives: Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) producing bacteria are increasingly present, above all, by
the routine use of antibiotics. They mainly cause urinary and operative wound infections and are characterized by resistance to third-
-generation cephalosporins, aztreonam and the association of cephalosporins with clavulanic acid. This study has objective to know the
frequency of ESBL Escherichia coli and Klebsiella spp., through phenotype. Methods: In vitro sensitivity test by disk approximation (CLSI) of
the bacteria isolated from biological materials of patients attended in HUGV between 2017 and 2018 and analysis in Microsoft Office Excel
software, v. 2016, for calculation of frequencies. Results: 34.66% were Escherichia coli ESBL and 46.80% Klebsiella spp. ESBL totaling 39.34%
ESBL samples. Of the biological media ESBL were predominant in: urine (56.25%) and surgical wounds (22.91%). Clinics with greater occurrence of
ESBL: medical and surgical. Conclusion: The ESBL indices in the HUGV are close or even higher than in some regions of the country. According to
the revised literature, Escherichia coli predominates in isolated and there is more Klebisella spp. ESBL than Escherichia coli ESBL.

Keywords: Phenotype. Escherichia coli. Klebsiella. ESBL. Hospital Infectio.
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RESUMEN

Justificacion y objetivos: Las bacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido (ESBL) estan cada vez mas presentes,

sobre todo, por el uso rutinario de antibidticos, causan principalmente infecciones urinarias y de heridas operativas y se caracterizan

por la resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, aztreonam y asociacion de cefalosporinas. Este estudio tiene como objetivo

determinar la prevalencia de Escherichia coli y Klebsiella sp. ESBL, a través de analisis fenotipico. Métodos: Prueba de sensibilidad in vitro
por aproximacion de discos (CLSI) de bacterias aisladas de medios biolégicos de los pacientes atendidos en el HUGV entre 2017 y 2018, y
analisis en el software Microsoft Office Excel, v. 2016, para célculos de frecuencia. Resultados: 34,66% eran Escherichia coli ESBL y 46,80%
Klebsiella spp. ESBL, totalizando 39,34% de muestras ESBL. De los medios biolégicos predominaron ESBL en: orina (56,25%) y heridas
quirurgicas (22,91%). Clinicas con mayor ocurrencia de ESBL: médica y quirtrgica. Conclusién: Los indices de ESBL en HUGV son cercanos

o incluso mas altos que en algunas regiones del pais. Segun la literatura revisada, Escherichia coli predomina en los aislados y hay mas

Klebisella spp. ESBL que Escherichia coli ESBL.

Palavras clave: Fenotipo. Escherichia coli. Klebsiella. ESBL. Infeccion Hospitalaria.

INTRODUCAO

A emergéncia de bactérias resistentes é um pro-
blema maior nos dias atuais e, apoia-se no uso rotineiro
de antibiéticos de forma irracional, incluindo, tempo
prolongado e escolhas inadequadas. Quando se fala em
resisténcia bacteriana destacam-se as enterobactérias,
em especial o género Escherichia e Klebsiella.*?

Escherichia coli, ¢ uma bactéria gram-negativa da
familia Enterobacterales, causadora de infec¢bes graves
que vao desde infeccdes acometendo o trato urinario, fe-
rida operatdrias, corrente sanguinea, até sepse. Destaca-se
por sua capacidade de aderéncia aos tecidos humanos
favorecendo a multiplicacao e infec¢do.* Desde 2000, a
taxa de detecgdo de Escherichia coli ESBL tipo CTX-M na
comunidade tem sido alta, o que possivelmente contribui
para a deteccdo hospitalar. Além disso, a disseminacédo
de ESBL na comunidade esta associada a emergéncia de
clones de Escherichia coli ST-131 que carregam genes de
resisténcia a outras classes de antibiéticos (como quino-
lonas), limitando mais ainda as op¢des terapéuticas.®

Klebsiella pneumoniae, um bacilo gram-negativo,
da familia Enterobacterales, é encontrada na agua, solo,
plantas e esgoto. E responsavel por surtos em ambiente
hospitalar, além de infecgdes urinarias, pneumonias, in-
feccbes de partes moles e sepse. Uso exacerbado de an-
tibioticos vem causando resisténcia a diferentes classes,
sendo o surgimento de ESBL e KPC (Klebsiella resistente
a carbapenemase) um problema crescente.®

Beta-lactamases de espectro ampliado (Espectrum
Extend Betalactamase- ESBL) sédo enzimas que medeiam
resisténcia as cefalosporinas de espectro estendido de
terceira geragao (Ceftazidima, Cefotaxima e Ceftriaxona)
e monobactan (Aztreonam), sem afetar as cefamicinas
(Cefoxitina e Cefotetan) ou os carbapenémicos (Merope-
nem ou Imipenem), de acordo com o Clinical & Labora-
tory Standards Institute (CLSI), 2018."

Andlise fenotipica bacteriana consiste em testes de
sensibilidade (triagem e confirmatérios) a antimicrobia-
nos pré-definidos.?

Um teste confirmatoério é aquele que testa, além
da cefotaxima e ceftazidima, isoladamente (teste de
triagem) uma combinacdo destes antibidticos com acido
clavulanico, quer seja, por disco difusdo ou por microdi-

luicdo (MIC). MIC com diminuicdo acima de trés diluicGes
para cefotaxima ou ceftazidima em combinagdo com
acido clavulanico, caracteriza um ESBL. No disco difuséo,
aumento maior ou igual a 5 mm no diametro da zona
do antimicrobiano combinado com 4&cido clavulanico
caracteriza ESBL.”®

Deste conceito, entende-se que Escherichia coli
ESBL e Klebsiella spp. ESBL sdo bactérias resistentes as
cefalosporinas de terceira e quarta geragdo, aztreonam e
associagdo com clavulanato.r®

Conceitualmente, analise genotipica, compreende
a identificacdo dos genes de resisténcia ao antimicro-
biano. Para enterobactérias (Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae) a producdo da betalactamase tem origem
em um gene plasmidial**** Das diversas ESBL descritas,
as tipo TEM, SHV e CTX-M sdo as mais disseminadas
mundialmente.’* Estima-se que mais de 1,5 bilhdes de
pessoas sejam colonizadas por ESBL, com casos descritos
nas Américas, Europa, Oceania e Asia.3

Dentre as Escherichia coli, mais de 90% sdo do tipo
TEM-1. Hoje, sdo conhecidos mais de cem tipos de TEM
(TEM-1, TEM-2 e TEM-3).13 O primeiro gene de resisténcia
descrito para Klebsiella pneumoniae, foi o SHV-1.12Uma
nova classe de ESBL sdo as do gene bla, com maior resis-
téncia a cefotaxime.!®

Casos crescentes de ESBL sdo descritos mundial-
mente, variando entre paises.> Nos EUA, Escherichia coli
ESBL subiu de 7,8% para 18,3% entre 2010 e 2014. No
Japao, taxas de Escherichia coli ESBL estdo em torno de
30% e Klebsiella pneumoniae ESBL em 10%. Na Australia
e na Nova Zelandia, em torno de 10 a 15%.13 Na América
Latina, desde a década de 80, ha registros de Klebsiella
pneumoniae tipo SHV-2 e SHV-5 (Chile e Argentina). Em
2008, pesquisas apontam aumento na prevaléncia de
Escherichia coli e Klebsiella spp. ESBL na América Latina,
respectivamente de 26% e 35%.12

A Organizacdo Mundial de Salude, em 2014, esti-
mou para as Américas prevaléncia entre 48% a 68% de
Escherichia coli ESBL resistentes as cefalosporinas de
terceira geragdo.® Estudos nacionais indicam frequéncia
de 21% de Klebsiella pneumoniae ESBL e 15% de Escheri-
chia coli ESBL, enquanto estudos internacionais chegam
a mostrar 40% de Klebsiella pneumoniae ESBL.*> No Brasil,
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hemoculturas colhidas entre 2004-2006, mostram 55,6%
de Klebsiella pneumoniae resistente as cefalosporinas de
terceira geragdo.’®

Este estudo teve como objetivo conhecer a fre-
quéncia de Escherichia coli ESBL e Klebsiella spp ESBL
utilizando-se da analise fenotipica.

METODOS

O estudo é descritivo, transversal. Os testes fenoti-
picos foram realizados no laboratério de Microbiologia,
do Hospital Universitario Getulio Vargas. Um hospital
federal, administrado pela Empresa Brasileira de Servicos
Hospitalares, referéncia terciaria, que ndo atende urgén-
cias e com especialidades clinicas e cirurgicas, localizado
na cidade de Manaus. As amostras foram coletadas como
parte do diagndstico clinico dos pacientes atendidos de
abril de 2017 a marco de 2018, e consistiam de isolados
de Escherichia coli e Klebsiella spp. Elas foram cataloga-
das em um banco de dados do Microsoft Office Excel,
v. 2016, para determinacao da frequéncia das variaveis
analisadas (bactéria ESBL mais comum, material biol6-
gico com maior indice de ESBL, procedéncia dos meios
biolégicos com ESBL).

As anélises microbioldgicas faziam parte da rotina
do servico e incluiam testes de triagem e confirmatério,
pela técnica de difusdo em placas, na qual um inéculo
bacteriano padronizado em 0,5 da escala de McFarland é
colocado em um meio de Agar Muller Hinton com espes-
sura de 4 mm e sobre o qual sdo inoculados os discos de
antibioticos, a seguir incubados por 18 a 20 horas, a 35°
C. Os discos testados sdo uma combinacao de cefotaxi-
ma e ceftazidima com éacido clavulanico. Diante de um
aumento maior que 5 mm ou o aparecimento da zona
fantasma “Ghost Zone” (distorcdo do halo ao redor dos
discos betalactamicos), definiu-se a presenca de bactéria
produtora de ESBL.>**

Aspectos éticos

Baseado no que determina a Resolugdo 466/2012 e
a Resolugdo 510/2016 do Plenario do Conselho Nacional
de Salde, esta Ultima, em seu Paragrafo Unico, que dis-
corre sobre as situacdes que ndo serdo registradas, nem
avaliadas pelo sistema CEP/CONEP, item V - pesquisa com
bancos de dados, cujas informagdes sdo agregadas, sem
possibilidade de identificacdo individual; e considerando
que, se trata da analise de dados secundarios, oriundos
do Laboratério de Anélises Microbiol6gicas do Hospital
Universitario Getulio Vargas; entende-se que a pesquisa fi-
ca dispensada da apreciagao ética pelo sistema CEP/CONEP.

RESULTADOS

Foram obtidas 138 amostras biolégicas de pacien-
tes internados, com crescimento de Escherichia coli e
Klebsiella spp. Apds exclusdo de 16 amostras repetidas e
com o mesmo agente isolado, resultaram 122 amostras
para interpretacdo da resisténcia. Destas, 75 tiveram

crescimento de Escherichia coli, 47 de Klebsiella spp
sendo 38 Klebsiella pneumoniae, 5 Klebsiella ozaenae, 4
Klebsiella oxytoca.

Dentre os 122 isolados de Escherichia coli e Kleb-
siella spp, 48 (39,34%) eram ESBL. Dos meios biolégicos
com predominio de ESBL, a urina foi o mais frequente,
com 27 (56,25%) amostras. Em seguida vieram: ferida
operatoria com 11 (22,91%) amostras contendo ESBL e
sangue com 7 (14,58%) amostras contendo ESBL.

Das 75 amostras de Escherichia coli, 26 (34,66%)
eram ESBL, enquanto que nas 47 amostras de Klebsiella
spp, 22 (46,80%) eram ESBL. Das 22 amostras de Klebsiella
spp ESBL, a maior espécie dentre Klebsiella ESBL foi Kle-
bsiella pneumoniae constituida de 18 (81,81%) isolados.

De 17 amostras de feridas operatérias, 11 (64,7%)
tiveram crescimento de ESBL (sendo: 6 Escherichia coli,
4 Klebsiella pneumoniae, 1 Klebsiella ozaenae). As feridas
com maiores indices de ESBL procederam da: cirurgia ge-
ral (9), neurocirurgia (1), ortopedia (1). Os dados obtidos
constam na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos meios bioldgicos e clinicas
de procedéncia das ESBL.

Escherichia Coli ESBL

Klebsiella spp. ESBL

N(%) N (%)
Meios Bioldgicos
Urina 17 (65,3) 10 (45,5)
Ferida operatéria 6 (23,1) 5(22,7)
Sangue 3(11,6) 4 (18,2)
Outros Sem meio isolado com 3(13,6)
E.coli ESBL
Clinicas
Cirdrgica 10 (38,4) 7 (31,8)
Médica 8(30,8) 9 (41)
UTI 6 (23,1) 3(13,6)
Neurocirurgia 2(7,7) 2091
Ortopedia N&o foi encontrada E.coli 1(@4,5)
ESBL
DISCUSSAO

Nesta andlise de pacientes internados no HUGV/
Amazonas, 61,47% dos isolados foram Escherichia coli. Os
dois géneros analisados, com resisténcia ESBL (Escherichia
coli ESBL e Klebsiella spp. ESBL), corresponderam juntos a
39,34%. Isoladamente, Escherichia coli ESBL representou
no HUGV 34,66% e Klebsiella spp ESBL, 46,80%, sendo
entre esta, a mais comum, Klebsiella pneumoniae (81,81%
das Klebsiella spp). Em comparagdo, estudos nacionais
indicaram frequéncia de 15% de Escherichia coli ESBL e
21% de Klebsiella pneumoniae ESBL; enquanto estudos
internacionais encontraram 40% de Klebsiella pneumo-
niage ESBL.1®

Um estudo com metodologia semelhante, realizado
no Hospital do Rio Grande do Sul, encontrou 24,8% de
ESBL.Y” O Hospital Universitario de Sdo Paulo, encontrou
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48,7% de ESBL.}®* No tocante aos dados estaduais, o
Centro de Referéncia em Hematologia do Amazonas, em
2007/2008 detectou em diferentes materiais bioldgicos,
12 ESBL entre 17 gram-negativos, dos quais, metade foi
Escherichia coli ESBL, portadoras dos genes bla (TEM,
OXA, CTX-M, SHV).1?

Uma das hipoteses para achados elevados de ES-
BL no HUGV ¢é o fato deste ser complexidade terciéria,
recebendo pacientes de outras institui¢des, alguns, com
procedimentos prévios e/ou experimentados em antibio-
ticos, selecionando assim, bactérias mais resistentes para
compor a microbiota institucional.

ESBL causam principalmente infec¢des urinarias,
sendo mais prevalente Escherichia coli e Klebsiella pneu-
moniae. No Nepal, bem como em outras regides do
mundo, tem-se observado esta casuistica. L4, um estudo
com 1986 espécies causadoras de ITU, encontrou 83,9%
de Escherichia coli e 10,3% de Klebsiella pneumoniae; das
quais, 18,4% das Klebsiella, eram produtoras de ESBL.?°

Dos meios bioldgicos avaliados, a urina foi o que mais
isolou ESBL. De 75 urinas com crescimento de Escherichia
coli e Klebsiella spp no periodo avaliado, 22,66% continham
Escherichia coli ESBL e 13,33% Klebsiella spp ESBL, refor-
cando achados literarios da maior frequéncia destas duas
espécies causadoras de infecgdes do trato urinario.

Escherichia coli ESBL foi mais encontrada na urina
(65,38%), enquanto que Klebsiella spp ESBL foi isolada em
urinas (45,45%) e feridas operatorias (22,72%). Quando se
avalia fatores envolvidos nos achados de ESBL em uro-
culturas, ha fortes associagdes com: pacientes diabéticos,
infeccbes de trato urinario recorrentes, pacientes os
quais, trés meses antes usaram antibidticos e, pacientes
com hospitalizagdes prévias nos ultimos seis meses. %

Quanto a procedéncia das amostras de Escherichia
coli e Klebsiella spp ESBL observou-se 17 isolados na
clinica cirtrgica e 17 na médica, as unidades com maior
numero de leitos, nas quais os pacientes ficam mais tem-
po internados, sdo submetidos a sondagens vesicais de
demora e; no caso especifico da clinica cirrgica, devido
as infec¢des de ferida operatoria.

Em pacientes cirdrgicos, observa-se aumento nas
infeccdes por microrganismos resistentes. Algumas ca-
racteristicas destes pacientes comumente sdo: sexo mas-
culino, maiores de 65 anos, co-morbidades, submetidos a
cirurgia e procedimentos invasivos, que passaram por uni-
dade de terapia intensiva (UTI), e de longa permanéncia
hospitalar.?2 Alguns destes fatores sdo rotineiros no HUGYV,
o que pode refletir, nos altos indices de ESBL na instituicdo.

No HUGYV, a ocorréncia de ESBL em feridas operato-
rias foi de 64,70%. Um Hospital de Dhaka, em Bangladesh
que avaliou ocorréncia de ESBL em swabs pos-cirdrgicos
evidenciou predominio de gram-negativos (60,5%), com
destaque para Escherichia coli, sendo 28,1% dos isolados
ESBL pelo teste de sinergismo de duplo disco, e; sendo a
Klebsiella pneumoniae, dentre a Klebsiella spp, a de maior
indice de ESBL. No Japao, um estudo realizado de 2014 a
2015 encontrou em infec¢des de sitio cirdrgico, 23% de Es-
cherichia coli ESBL, representando um aumento de 9,5% em
relacdo a outro estudo comparativo realizado em 2010.*

E por que ESBL preocupa tanto? A evolugdo dos
cuidados na assisténcia a salude permite que pacientes
resistam as doencas, tornando-os muitas vezes crénicos
e colonizados por bactérias multirresistentes, requeren-
do uso de carbapenémicos e aumentando custos com
assisténcia. Além disso, o manejo destes pacientes é qua-
se sempre dificil, dispendioso, prolongado, suscitando
a questdo da propagacdo da resisténcia microbiana em
ambientes hospitalares.

Neste cenario, quase um em cinco dos pacientes
em cuidados de longa permanéncia sdo colonizados por
enterobactérias ESBL. E o que se observa é que alguns
fatores estdo implicados na colonizagdo, entre os quais:
uso recente de antibidticos (Ultimos seis meses), hospita-
lizacdo prévia (Ultimos 2,5 anos), procedimentos invasi-
vos, colonizagdo prévia por ESBL, histéria de infeccdo de
trato urinario e uso de cateter urinario.?

Do exposto, fica clara a necessidade de politicas de
uso racional de antibiéticos e da adocao das medidas de
precaucao de contato, sobretudo no HUGV, pois a micro-
biota da instituicdo com indice geral de ESBL de 39,34%
reflete microbiota selecionada e mais resistente.
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