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Resumo

As Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase d e espectro al argado t ém si do
consideradas importantes agentes patogénicos hospitalares durante as ultimas décadas.
Hoje em dia a disseminacdo da resisténcia nha comunidade é uma verdadeira ameaca,
nomeadamente em nichos especificos, como os lares para idosos. A colonizagao fecal de
pessoas saudaveis, principalmente com enzimas do tipo CTX-M, € um a realidade que
pode co mprometer o co ntrolo de infec¢gdo nos cuidados de sa ude h ospitalares e na
prestacdo de cuidados continuados. A ssim, or astreiod ep ortadores de
Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamases de espectro alargado na admissao
hospitalar é de gr ande i mportincianad eteccdod e su rtos nas enfermarias,
particularmente, nas de m aiorr isco. O utros genes der esisténciasa ot ambém
disseminados horizontalmente sendo a m ultirresisténcia uma realidade nesses isolados.
A contribuigdo de animais, domésticos e selvagens, para a disseminagdo € outra ligacéo
que j a foi a bordada n a t ransmissao e ntre espécies de estirpes multirresistentes de
humano para animal e vice-versa. Outra contribuicdo para a dispersdo pode ser os

produtos alimentares.

A colonizacao fecal de criangas com Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase
de espectro alargado é uma realidade ja relatada em Portugal que pode comprometer a

admissao pediatrica hospitalar e o tratamento das infecgdes por estas estirpes.

Esta r ealidade deve se rt omada em co nta n a pr atica cl inica n a co munidade, co m
consequéncias nos tratamentos empiricos adequados, nomeadamente nas infeccbes do
tracto urinario, por estas estirpes, devido a limitacdo terapéutica. Também na admisséo
hospitalar de grupos especificos da populagéo deve-se ter em conta a probabilidade de
colonizacao f ecal por Enterobacteriaceae produtoras de be ta-lactamase d e es pectro
alargado. Isto € um novo desafio da saude publica para os m édicos, | aboratérios d e

microbiologia, hospitais e servicos de saude em geral.

Palavras-chave: Resisténcia aos antibiéticos, beta-lactamases de espectro alargado, disseminacao.



Abstract

Extended-spectrum beta-lactamase producing Enterobacteriaceae have been considered
important nos ocomial pathogens during thel astdec ades. Nowadays community
dissemination of this resistance threatis areality namely in p articular niches, as old
people ca re se ttings. F ecal co lonization of healthy p eople, m ostly with CT XM-type
enzymes, is a reality that might compromise effective infection control in acute care
hospitals and long term care facilities and in that way, extended-spectrum beta-lactamase
producing Enterobacteriaceae carriers screening on hospital admission, might be of
importance in detection of outbreak installation in particular wards. Other resistance genes
are also dispersed most of the times horizontally and multi-resistance is a reality in these
isolates. Contribution of animals, domestic and wild, for dissemination is another link that
has already been addressed showing inter-species transmission of these multiresistant
strains from human to animal and vice versa. Another contribution for dispersion might be

food products.

Fecal colonization of children with Extended-spectrum beta-lactamase producing
Enterobacteriaceae is a reality already reported in Portugal that might compromise

paediatric hospital admission and treatment of infection by these strains.

This reality should b e addressed i n community clinical practice with consequences in
terms of adequate empirical treatment namely in urinary tract infections, by these strains,
because of restriction of active antibiotics. Also hospital admission of particular population
settings should consider the probability of Extended-spectrum beta-lactamase producing
Enterobacteriaceae fecal colonization. This is a new Public health challenge for clinicians,

microbiology laboratories, hospitals and in general the health care setting.

Keywords: Antibiotic resistance, extended-spectrum beta-lactamases, dissemination.
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Introducéo

A resisténcia bacteriana aos antibi6ticos € uma realidade preocupante nos ultimos
tempos, particularmente em relagcdo a determinados agentes patogénicos como sdo as
Enterobactericaeae produtoras de beta-lactamases de espectro alargado. A realidade da
disseminacdo d esta ameacga de Saude P Ublicatem vindoam erecer a atencdo da
comunidade cientifica internacional de forma a conhecer a r ealidade da sua dispersao.
Neste sentido, foi objectivo deste trabalho a recolha da informagdo internacional
publicada recentemente que possa contribuir para a explicitagcao das varias contribuicoes
para a disseminacdo comunitaria deste tipo de isolados, quer provocando infeccdo quer

colonizando a populagéao.



Contribuicdo do Laboratério de Microbiologia para a deteccdo de
Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamases de espectro alargado

No L aboratério de M icrobiologia s 80 processados varios pr odutos, bi olégicos,
alimentares e de outras origens, para identificar e determinar o perfil de susceptibilidade
aos a ntibidticos d o(s) a gente(s) patogénico(s) i solados. D os est udos m icrobioldgicos
pretende-se que os resultados obtidos in vitro sejam o mais préximo possivel do que se
passa in vivo, n &0 es quecendo q ue faltaa i nteracgdo d o m icrorganismo co m o
hospedeiro que é muito complexa e esta longe de ser completamente compreendida e
nao é possivel ser simulada laboratorialmente. O que se sabe é que a interacgdo entre
estas duas entidades vivas desempenha um importante papel na pratica do diagnéstico
microbiolégico e no controlo de doencas infecciosas. O Laboratério de Microbiologia
fornece dados sobre resisténcias as quais as vezes nao sao as esperadas. Os resultados
obtidos permitem aos clinicos a seleccdo da terapéutica mais adequada ao tratamento,
substituindo os agentes de largo espectro e de alto custo, por vezes seleccionados
empiricamente, qu e t ém co nsequéncias indesejaveis quando us ados por p eriodos de
tempo prolongados. A relagdo das bactérias com o hospedeiro ndo é de agressao, mas
sim de sobrevivéncia e reprodugcdo e alguns conceitos deverdo ser clarificados. Um
microrganismo comensal € o que vive no/ou com outro organismo no qual tem beneficio
sem causar dano. A colonizagao é a presenca continua de bactérias durante um periodo
de tempo, sem agressao nem invasao dos tecidos; "infec¢do controlada”, hospedeiro e
microrganismo desenvolvem uma relagao de comensalismo. A infec¢do é provocada por
qualquer microrganismo que causa doenca; a maioria dos agentes deriva da proépria flora
comensal e /ou co lonizante, h avendo m ultiplicacdo, i nvasdo e persisténcia do s
microrganismos no hospedeiro podendo conduzir a si tuagdo de doenga do hospedeiro
(Murray et al., 2003).

Os bacilos entéricos de gram negativo compreendem um grande numero e género
de bactérias muito semelhantes quanto ao seu “habitat”, estrutura e biologia mas que
diferem su bstancialmente quanto a su a viruléncia, quadros de doenca que causam e
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos. A necessidade de uma identificacao
correcta das estirpes isoladas € pois fundamental para avaliar o prognéstico da doenca e
orientar a t erapéutica. As semelhancas entre os diversos bacilos entéricos tém como
consequéncia a quase i nexisténcia de ca racteres exclusivos d e gr upo ( marcadores)
obrigando portanto a necessidade de recorrer ao estudo de um grande numero de

caracteres bioquimicos e outros para a sua caracterizagao. Os bacilos de gram negativo
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entéricos partilham um grande numero de caracteristicas: sdo bacilos de gram negativo
ndo esporulados, cujo “habitat” é o i ntestino, pouco exigentes nutricionalmente, isto é,
crescem em meios simples. D entro d os bacilos ent éricos a familia E nterobacteriacea
compreende importantes bactérias patogénicas, patogénicas oportunistas e comensais

distingue-se dos outros grupos por algumas caracteristicas fundamentais:

-metabolismo energético fermentativo;

-a maior parte sdo anaerobios facultativos crescendo em aerobiose e anaerobiose e
fermentam a glicose com ou sem a produgéao de gas;

-possibilidade de utilizacdo dos nitratos como aceitadores finais de electrdes na
cadeia respiratéria reduzindo-os a nitritos ou azoto molecular;

-auséncia de citocromo oxidase (reacc¢do de pesquisa das oxidases negativa);

-quando séo moveis possuem flagelos peritricos (Texto de Apoio as Aulas Teoricas

de Microbiologia Médica do ICBAS, 1993/ 1994).

O tratamento das infecgbes b acterianas é cada ve z mais complicado p orque as
bactérias desenvolvemr esisténcia aosa gentesa ntimicrobianos. E stes sao
frequentemente classificados de acordo com o se u mecanismo de acg¢ao principal. Os

principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos sao:
- interferéncia com a sintese da parede celular (betalactamicos e glicopeptideos);
- inibicao da sintese proteica (macrolidos e tetraciclinas);
- interferéncia com a sintese dos acidos nucleicos (fluoroquinolonas e rifampicina);
- inibigdo de uma via metabdlica (trimetoprim-sulfametoxazol);
- desorganizagao da estrutura da membrana citoplasmatica (polimixinas e

daptomicina) (Tenover et al., 2006).



Os antibioticos beta-lactamicos tém uma utilizagéo terapéutica generalizada dada a
sua fraca toxicidade, caracteristicas farmacocinéticas e actividade antimicrobiana. Sendo
dos agentes antimicrobianos mais usados em todo o mundo, ndo € de estranhar que, nas
ultimas décadas ap6s a i ntroducdo de antibioticos de largo espectro antibacteriano, se
tenha observador esisténciaac efalosporinas det erceiraeq uartag eragao,
monobactamos e carbapenemos, o que constitui actualmente, e para futuro, um enorme
problema. A s ce falosporinas p odem di vidir-se em geragdes de ac ordocomo s eu
desenvolvimento no tempo e de espectro de accgao, fruto da necessidade de ultrapassar a
resisténcia que foi surgindo ao longo do tempo devido a evolugéo das beta-lactamases.
Assim, a medida que se alarga o espectro de ac¢édo contra bacilos gram negativo, perde-

se actividade contra bactérias gram positivo. Alguns exemplos de cefalosporinas:
- 12 geragao: cefadroxil, cefalexina, cefatrizina, cefradina
- 22 geragao: cefaclor, cefeprozil, cefonicida, cefoxitina (cefamicina), cefuroxima
- 3% geragao: cefixima, cefodizima, cefotaxima, ceftazidima, ceftibuteno, ceftriaxona
- 42 geragao: cefepime, cefpiroma

Os antibidticos beta-lactamicos englobam quatro grandes grupos: as penicilinas, as
cefalosporinas, os monobactamos e os carbapenemos. T odos tém em comum o anel
beta-lactamico. Os radicais alteram o espectro de acgao, a resisténcia ao suco gastrico
(via oral ou parenteral) e a farmacocinética. Os antibiéticos beta-lactamicos tém como
alvo de acgéo a parede celular bacteriana. A parede bacteriana envolve a célula, dando
Corpo ao microrganismo, e | ocaliza-se e xternamente a m embrana citoplasmatica. N as
bactérias de gram positivo esta parede € constituida por uma camada grossa de
peptidoglicano. Nas bactérias de gram negativo esta camada é mais fina e com uma
membrana externa. Esta membrana apresenta canais formados por proteinas, que se
denominam porinas, e por onde entram os compostos hidrofilicos, como os antibiéticos
beta-lactamicos. No caso de bactérias de gram positivo a “barreira” da membrana externa
lipofilica na o se coloca. O p eptidoglicano € um a molécula que s6 existe nas células
bacterianas. E constituido por unidades repetidas de N-acetilglucosamina (NAG) e acido
N-acetilmuramico (NAM), a que esta ligada uma cadeia de aminoacidos. Um aminoacido
liga-se com o outro da cadeia adjacente, formando uma rede que envolve a bactéria. As
enzimas que catalisam este “cross-linking” sdo denominadas “penicillin-binding proteins”

(PBPs), e sao elas o alvo especifico dos beta-lactdmicos. A inactivacdo das PBPs leva a

4



inibicdo da sintese do peptidoglicano, induzindo a lise celular, por isso os beta-lactamicos
séo considerados bacteriolitico (http://www.farbeira.pt/Portals/farbeira/documentos/Artigo
%20PIlural%20 GJ%Z20Silva%20Resist%C3%AAncia.pdf).



Contributos para a disseminacdo de resisténcia

Os genes de resisténcia a dquirida podem tornar a bactéria ca paz d e pr oduzir
enzimas que destroem o farmaco antibacteriano, capaz de expressar sistemas de efluxo
que evitam que o farmaco alcance o alvo, capaz de modificar o alvo de acg¢ao do farmaco
ou produzir um caminho metabdlico alternativo que contorna a sua acc¢ao. A resisténcia
bacteriana a antibidticos beta-lactamicos pode dever-se a trés mecanismos principais:
impermeabilidade, pr odugdo de b eta-lactamases e al teracdod ol ocald e acg &o. A
resisténcia a os antibidticos beta-lactamicos nos  bacilos de gr amn egativo €
maioritariamente m ediada p orb eta-lactamases. E stas inactivam os agentes
antimicrobianos por hidrolise do anel beta-lactamico. As carboxipeptidases s&o enzimas
elaboradas por um grande numero de microrganismos, particularmente bactérias, e tém
como missao r omper, d e forma transitéria, a propria p arede bacteriana para permitir
intercalar blocos de mureina necessarios para o crescimento e multiplicagdo. Por outro
lado existem grandes analogias entre as beta-lactamases e as proteinas fixadoras de
penicilinas (PBPs) o que sugere a existéncia de uma origem comum. F oram descritas,
até a data, centenas de be ta-lactamases diferentes. A's mais importantes sao as
cefalosporinases plasmidicas e as ESBLs - extended-spectrum beta-lactamases (Forbes
et al., 2007).

As beta-lactamases de espectro alargado (ESBLs) séo classificadas geralmente de
acordo co m d ois esquemas: a cl assificagcdo m olecular (estrutural) de A mblere a
classificacdo funcional d e B ush-Jacoby-Medeiros. O esquema de Ambler divide as
ESBLs em quatro classes, de A a D. Esta classificagdo baseia-se na homologia proteica
e nao nas caracteristicas fenotipicas. Na classificacdo de Ambler, as beta-lactamases da
classe A, C, e D sao beta-lactamases de serina. As beta-lactamases de classe B sdo
metalo-enzimas. A  classificacdo de B ush-Jacoby-Medeirosé d e acordoco m a
semelhanca funcional (substrato e perfil inibidor); este esquema é de maior relevancia
para os médicos ou microbiologistas no diagndstico laboratorial porque sdo considerados
relevantes clinicamente os inibidores de b eta-lactamases e os substratos beta-
lactamicos. Nao ha consenso na definicdo das ESBLs. A comummente usada € que as
ESBLs sao b eta-lactamases capazes de c onferirr esisténcia a s penicilinas e as
cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geragao, e ao aztreonamo (mas nao as
cefamicinas ou aos carbapenemos) por hidrélise destes antibidticos, e sao inibidas pelo
acido clavulanico, isto €, degradam os oxiimino-beta-lactdmicos e s&o inibidas pelo acido

clavulanico. E sta pr opriedade di ferencia as ESBLs das beta-lactamases tipo A mpC
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(grupo 1) produzidas p or or ganismos tais como Enterobacter cloacae emq ue as
cefalosporinas de terceira geragédo sao o seu substrato mas néo sao inibidas pelo acido
clavulanico. As cefalosporinas de quarta geragao, por exemplo o cefepime, sdo usadas
no tratamento contra organismos produtores de beta-lactamases AmpC, mas s&do menos
usadas no tratamento de organismos produtores de ESBLs pois podem ser degradadas
pelas ESBLs. E xistem varios tipos de E SBLs: SHV, TEM, CTX-M, O XA e out ras. As
ESBLs dot ipo SHV ( variavel s ulfidril), hi drolisam m elhor a c efotaxima do g ue a
ceftzidima. As primeiras beta-lactamases tipo TEM (doente grego chamado Temoniera)
nao sdao ESBLs, como por exemplo as TEM-1, TEM-2, e TEM-13, mas uma mutante, a
TEM-3, € uma ESBL porque tem actividade sobre a cefotaxima. As ESBLs tipo CTX-M
tém uma potente actividade hidrolitica s obre a ce fotaxima e alta eficiéncia hidrolitica
sobre o cefepime sendo actualmente as mais espalhadas mundialmente. O tazobactamo
tem um a actividade inibidora so bre estas enzimas dez vezes maior do que o0 aci do
clavulanico. As ESBLs tipo O XA hidrolisam a o xacilina; as primeiras ndo eram E SBLs
mas apareceram m utantes como as OXA-11, -14, -16 em que el as témum a forte
resisténcia a cefotaxima e, as vezes, a ceftazidima e ao aztreonamo (Paterson and
Bonomo, 2005).

A actual v ersdo da cl assificagao das b eta-lactamases atingiu um alto nivel de
complexidade, tornando-se menos acessivel aos médicos, profissionais do controlo de
infeccao e da gestdo hospitalar. Do ponto de vista clinico, uma revisao do esquema de
nomenclatura torna-se necessaria. A designagao beta-lactamases de espectro alargado
atingiu um publico mais amplo ao longo do tempo, mas actualmente esta restrita a classe
2be funcional /classe A molecular, enzimas inibidas pelo acido clavulanico com actividade
contra as cefalosporinas de espectro alargado. Uma nova classificagao proposta amplia a
definicdo de ESBL para outras beta-lactamases importantes adquiridas clinicamente com
actividade contra cefalosporinas de espectro alargado e/ou carbapenemos. A classe A
classica de E SBLs foi d esignada nesta classificacdo por ESBLA, enquanto as ESBLs
OXA e Amp C mediadas por plasmideos sao classificadas como ESBLs “miscelanea”
(ESBLy). Por ultimo, as carbapenemases foram designadas por E SBLcarsa, @s E SBLs
com actividade hidrolitica contra os carbapenemos. E sta classificacdo simplificada pode
incentivar novos grupos de profissionais de saude a participarem no esfor¢o para impedir
a propagacgao de beta-lactamases adquiridas. O numero crescente de beta-lactamases
altamente eficientes desafia t odos os profissionais de sa Ude d e varias m aneiras. Os

problemas decorrentes da complexidade da actual terminologia cientifica poderia ter uma
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solucgédo relativamente simples através do estabelecimento de uma terminologia de beta-
lactamases simplificada para uso clinico e co ntrolo de i nfecgdo. Na verdade, esta foi
recentemente sugerida por Livermore, que langou uma ampla definicdo de ESBL, em que
se deve mencionar sempre a familia da enzima, por exemplo TEM-ESBL ou OXA-ESBL.
Embora est a s eja um a es tratégia a dequada para as publicagées ci entificas, e sta
abordagem ainda exige que os grupos de diversos profissionais de saude necessitem de
se relacionar com os nomes de um grande numero de familias de enzimas. Deve ser
consideradog ue ar espostad oc ontrolod ei nfeccdose rase melhante,
independentemente dot ipo de bet a-lactamase. A ssim, poderia ar gumentar-se qu e,
mesmo com termos mais simplificados é necessaria uma definicdo mais alargada de
ESBL. Parece ser prudente preservar a designagdo ESBL uma vez que ja € muito
utilizada. Um certo nivel de discriminagao seria necessario na nova classificagdo de beta-
lactamases. Para a maioria das classes de ESBL, falta um consenso internacional sobre
os testes fenotipicos e genotipicos apropriados e deve ser uma tarefa prioritaria nacional
e internacional que as comissdes de metodologia trabalhem em criar orientacdes. As
opcdes de tratamento de isolados que tém varias categorias de beta-lactamases com
beta-lactamicos, podem variar substancialmente entre as diferentes variantes de enzimas
em cada um dos grupos. Geralmente, isolados que tém ESBL, e ESBLy, sdo resistentes a
maioria dos beta-lactamicos, exc epto aos carbapenemos, e nquanto i solados co m
ESBLcarsa €m muitos casos, séo resistentes a todos os beta-lactamicos. No entanto, ha
uma série de excepgbes a esta regra geral, e os autores acreditam que a selecgao da
terapia ndo deve ser determinada pela enzima ESBL detectada, mas sim pelo resultado
dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos. Possivelmente, o agrupamento de beta-
lactamases num esquema de classificacdo si mplificada pode excl uir diferencas
importantes entre as varias categorias das enzimas dentro dos grupos. Contudo, esta
proposta dum “esquema pragmatico” nao se destina a substituir a classificagao actual,
mas sim a co mplementa-la para o beneficio dos profissionais de saude que nao estao
directamente env olvidos na pesquisa das beta-lactamases. O esq uema seria um a
poderosa ferramenta para os profissionais do controlo de infecgdo e para os cientistas da
saude publica, visando determinar o impacto clinico e econdmico de transmissao das
beta-lactamases. P ara os clinicos de d oencas infecciosas, a cl assificagdo po deria
fornecer uma estrutura para melhorar a compreensao das inter-relagdes entre as beta-
lactamases clinicamente i mportantes com o grande i mpacto das terapias empiricas e

rotinas de tratamento, que ndo devem ser combatidas sé pelo pessoal do co ntrolo de



infecgdo. Acredita-se que a nova classificagdo incentivara novos grupos, a fim de tentar
evitar maior disseminacao destes determinantes de resisténcia (Giske et al., 2009).

No final de 2 009, 0 n Umero d e s equéncias pr oteicas exclusivas parab eta-
lactamases excedeu 890. Assim, é importante ser estabelecido um processo sistematico
para m onitorizar estas enzimas. A cl assificacdo d as beta-lactamases temsi do
tradicionalmente baseada tanto nas caracteristicas funcionais das enzimas como na sua
estrutura primaria. A forma mais simples de classificagdo € por sequéncia proteica, em
que as beta-lactamases sao classificadas em quatro classes moleculares, A, B, C e D,
com base na conservagao e na distingao dos aminoacidos. As classes A, C e D incluem
enzimas que hidrolisam os substratos, formando uma enzima acil a través da se rina,
enquanto as beta-lactamases da classe B sd0 metalo-enzimas que utilizam pelo menos
um ido de zinco para facilitar a hidrélise de beta-lactamicos. E mbora uma ab ordagem
estrutural se jaa m ais facile m enos controversa d e cl assificar est a di versidade de
enzimas, uma classificacao funcional permite relacionar esta variedade de enzimas no
seu papel clinico, ou seja, proporcionando resisténcia selectiva para diferentes classes de
antibiéticos beta-lactamicos. Os grupos funcionais, podem ser mais subjectivos do que as
classes est ruturais, m as auxiliamo m édico e o m icrobiologistan a relagédo das
propriedades duma enzima especifica com o perfil de resisténcia observado num isolado
clinico. Historicamente, a funcionalidade tem sido o elemento essencial na definicdo do
papel de uma beta-lactamase em particular em ambientes clinicos. Assim, parece
adequado c ontinuar a a grupar es tas diferentes enzimas de a cordoc omas suas
propriedades hidroliticas e de inibicdo. Idealmente, uma relagao forte estrutura - fungao
deve ser observada entre os diversos grupos de beta-lactamases. O resultado ideal seria
um esquema d e categorizagdo que coloca todas as beta-lactamases numa grelha de
classificacdo Unica e alinha a estrutura e funcao. E ste tipo d e relacionamento esta a
comecar a ser realizado com os metalo-beta-lactamicos. No entanto, no momento actual,
muitas beta-lactamases sao descritas apenas com base numa sequéncia de proteinas,
com pouco da descri¢cao funcional. Portanto, um conjunto de critérios foi proposto para a
descricao de uma nova beta-lactamase, incluindo as informacgdes estruturais e funcionais.
As razdes para a diversidade das beta-lactamases sdo muitas. Pelo menos as variedades
baseadas na serina sdo enzimas antigas, estimando-se que vém evoluindo ha mais de 2
bilhdes de a nos a partird o m omento an terior a se paragdo das bactérias em gram
negativo e gram positivo. Elas sdao encontradas em bactérias que vivem numa grande

variedade de ambientes e, portanto, estdo sujeitas a diferentes pressdes selectivas.
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Estas enzimas estdo bem estudadas uma ve z que tém atraido a atencdo d e m uitos
investigadores desde que foram des critas ha 7 0 an 0s. S 80 e nzimas adaptaveis que
evoluiram para e vitarem os co mpostosi nibidores e destinam-se ao at aque d os
antibioticos beta-lactdmicos concebidos para resistir a sua ac¢ao. Finalmente, os genes
bla tém lucrado com os diversos mecanismos de transferéncia horizontal de genes entre
as bactérias que se espalharam p ara novos hos pedeiros et ornaram-se par te de
plasmideos multirresistentes hoje co muns emi solados clinicos resultantes da
disseminagao “promiscua”. Tendo em conta estes factores, € uma previsdo segura que
as beta-lactamases continuarao a evoluir, assim como os sistemas de classificagao para

a sua descricao (Bush and Jacoby, 2010).

Algumas bactérias sdo n aturalmente r esistentes a alguns antibidticos, m as a
resisténcia bacteriana € nor malmente associada a resisténcia adquirida pelas bactérias.
Esta pode se r adquirida através de m utagbes que o correm numa b aixa frequéncia.
Contudo, se a mutacao for favoravel a sobrevivéncia da bactéria, aquela manter-se-a nas
geragdes seguintes. Este tipo de resisténcia adquirida ocorre, por exemplo, no bacilo da
tuberculose. No entanto, a forma mais comum de adquirir resisténcia aos antibacterianos
€ através da aquisicdo de DNA exdgeno, a que se chama transferéncia horizontal de
genes referida por Bush and Jacoby. Os mecanismos s&o: i) a t ransformagédo, em que
bactéria adquire D NA d o m eio-ambiente;ii)a transdugdo, em que fagos (virus que
infectam bactérias) ao recombinar o seu material genético com o DNA bacteriano
adquirem ge nes de resisténcia bac terianos, t ransportando-os no seu genoma e
transferindo-os para outras bactérias quando as infectam; iii) a conjugacao, transferéncia
de plasmideos entre estirpes ou espécies bacterianas diferentes. Estes sdo pequenas
moléculas de DNA, ndo pertencentes ao cromossoma, com replicagdo auténoma, que
podem conter varios genes de resisténcia aos antibiéticos e de factores de viruléncia. Os
plasmideos s&o co nsiderados elementos genéticos moéveis, q ue p or sua v ez podem
integrar outros elementos mdéveis como integrdes e/ou transposdes contendo genes de
resisténcia. Estes podem existir também no cromossoma. Com estes elementos é
possivel que genes contidos em plasmideos possam “saltar” para o cromossoma, e ser
definitivamente i ntegrados no D NA cr omossomico b acteriano, e vice-versa, alémde
terem a capacidade de integrar novos genes de resisténcia. A mobilidade genética é um
assunto c omplexo, m as deveras interessante par a se ¢ ompreender co mo é feita a
seleccao de diversos genes. Estes elementos genéticos méveis contém nor malmente

genes que codificam a resisténcia a diversos grupos de antimicrobianos. Este facto pode
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significar que a restrigdo do uso de um dado antimicrobiano nem sempre leva a
erradicacdo da estirpe resistente, se no mesmo elemento movel existirem outros genes
de r esisténcia a o utras classes de a ntibidticos. P or exe mplo, os integrbes integram
frequentemente genes de resisténcia a diversos grupos de beta-lactamicos e de
aminoglicosideos. Os genes de resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos encontram-se
em todos estes elementos genéticos moveis, o que permite explicar o elevado aumento
da resisténcia a estes antibiéticos e disseminacéo por variadas espécies bacterianas ao
longo dos anos. (http://www.farbeira.pt/Portals/farbeira/documentos/Artigo%20Plural%20

GJ%20Silva%20Resist%C3%AAncia.pdf)

Os plasmideos sao el ementos g enéticos ca pazes de replicagdo autonoma, que
podem c odificar fungbes m uito di ferentes, | ocalizados n o ci toplasma bacteriano,
constituido por DNA, de tamanho muito variavel. A maioria dos plasmideos é transferida
por conjugacao (pelo contacto através do “pili sexual” ou ponte de unido entre a bactéria
dadora e a receptora). Com o objectivo da célula dadora ndo perder o plasmideo, este
duplica-se antes do fendbmeno de conjugacgao, ficando as duas bactérias portadoras do
plasmideo. A Igumas bactérias possuem p equenos plasmideos capazes de s erem
transferidos por fagos (transducao). G eralmente co dificam b eta-lactamases i ndutiveis.
Também esta descrita a existéncia de plasmideos de maior tamanho que codificam a
sintese de beta-lactamases e a resisténcia a outros antibiéticos. Uma bactéria pode ter
mais de um pl asmideo se mpre q ue e stes per tencam adi ferentes grupos de
compatibilidade, visto que, ao competirem pela mesma funcao bioquimica um deles tera
que ser segregado. Os transposfes sdo também determinantes de resisténcia bacteriana
aos antibiéticos. O material genético (DNA) que codifica estas propriedades é capaz de
“saltar” de um plasmideo para outro plasmideo, de um plasmideo para o cromossoma ou
do plasmideo para um bacteriéfago. A sua replicagdo nao precisa de homologia entre a
célula dadora e receptora. O transposao nao so cria 0 seu préprio lugar de insergao como
o seu “desprendimento” de um material genético e p osterior “ligacdo” a o utro que esta
seguramente catalisado por enzimas codificadas pelo préprio transposéo. Ao contrario da
resisténcia bacteriana a antibiéticos adquirida por mutagao, que é “pontual” e dificilmente
transferivel, a resisténcia adquirida por um plasmideo ou transposao pode ser multipla a
varios antibidticos e é transferivel, fundamentalmente por conjugacao, a outras bactérias
da mesma ou de diferente espécie. A resisténcia cromossoémica, nao transferivel, s6 se
expressara m ediante pr essao se lectiva d o an tibidtico que, ao eliminaras células
sensiveis, pde em evidéncia a populacao resistente. Genes de resisténcia a antibidticos,
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antes associados a plasmideos ou cromossomas, em forma nao transferivel, podem unir-
se aum pl asmideot ransferivel. | gualmente, umd eterminante de r esisténcia
“transposavel” pode ser unido a um genoma de bacteriéfago e dispersar-se desta forma
(Forbes et al., 2007).

A E. coli, um membro da Familia Enterobacteriaceae, € um habitante comum do
intestino dos humanos e a nimais. E o m ais comum d os bacilos de gr am negativo
causadores de i nfecgdes nosocomiais e ad quiridas na co munidade. A di fusdo d a
resisténcia a os antibidticos tem si do r econhecida em i solados de E. coli de origem
humana, animale ambiental. Embora at axa de pr evaléncia de est irpes de E. coli
resistentes seja significativamente distinta em varias populagdes e ambientes, o impacto

da resisténcia aos antimicrobianos é uma realidade (von Baum and Marre, 2005).

O microrganismo resistente € o que adquire resisténcia a antibidticos aos quais era
anteriormente sensivel. A heterogeneidade da expresséo da resisténcia causa problemas
na detecgao de estirpes resistentes e dificulta a execugao da terapéutica adequada. Cada
antibiético é caracterizado p or um espectro natural d e actividade a ntibacteriana. E ste
espectro co mpreende as espécies bacterianas que, no es tadon ativo,t émose u
crescimento inibido por concentragdes de antibidticos susceptiveis de serem atingidas in
vivo (naturalmente sensiveis). A resisténcia natural € um caracter constante de todas as
estirpes de uma mesma espécie bacteriana que permite prever a inactividade e ajudar a
identificagcdo. A resisténcia adquirida € uma caracteristica propria de certas estirpes, no
seio de um a espécie b acteriana s ensivel, cu jo pa triménio g enético foi alterado pe la
mudanga ou aq uisicdo de um gene. Contrariamente as resisténcias naturais, séo
evolutivas e a sua frequéncia é, por vezes, dependente da utilizacdo dos antibidticos. A
concentragao minima inibitéria (MIC) de um agente antimicrobiano é traduzida como a
menor co ncentragdo do a gente qu e i nibe o ¢ rescimento do organismo ( visual e /ou
automatico). O conhecimento da MIC do agente antimicrobiano, a via de administracao e
os niveis clinicamente atingiveis do agente antimicrobiano no local da infeccdo permitem
a classificacdo do organismo como susceptivel (S), intermediario (I) ou resistente (R) ao

agente microbiano em questao (Brochura Técnica do Sistema ATB).

A aquisicdo de novo material genético pelas bactérias sensiveis aos antibidticos a
partir das estirpes bacterianas resistentes, pode ocorrer por conjugagao, transformacgao,
ou t ransducgao, co mt ransposdes ou pl asmideos que frequentemente facilitam a

incorporacdo de genes de resisténcia mdltipla no genoma. O uso de agentes
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antimicrobianos cria presséo selectiva para o aparecimento de estirpes resistentes. Os
niveis de r esisténcia sd o n ormalmente altos para penicilinas de | argo es pectro e
trimetoprim, e baixos para cefalosporinas de 32 geragdo e nitrofurantoina. O
aparecimento de resisténcia as fluoroquinolonas e a producdo de beta-lactamases de
espectro alargado ( ESBL) p orest irpes de E. coli multirresistentes tem | evado ao
aumento, na ultima década, de limitacbes de opgdes terapéuticas. Um dos factores de
risco predominantes para a disseminagado dos genes e bactérias resistentes é a pressao
selectiva d e a ntibiéticos por uso ( abuso) d e ant ibidticos nos humanos, a nimais,
alimentagéo e agricultura. A maioria dos antibiéticos usados na clinica € consumida fora
do hospital o que levou a um impacto substancial no desenvolvimento da resisténcia nos
patogénicos bacterianos. A grande utilizagdo de antimicrobianos na medicina veterinaria
e como promotores de crescimento animal (actualmente banida) originou o aparecimento
de estirpes resistentes a antibidéticos na microflora endégena dos animais. A populagéo
humana pode ter ficado colonizada e/ou infectada via contacto, exposi¢cdo ocupacional ou
pela cadeia alimentar, adquirindo os genes de resisténcia da flora bacteriana residente
nos animais. A bactéria pode ser intrinsecamente resistente a uma ou mais classes de
agentes antimicrobianos, ou pode adquirir resisténcia por nova mutacio ou por aquisicao

de genes de resisténcia de outros organismos (Tenover, 2006).

A epi demiologia € a ci éncia q ue es tuda, qu antitativamente, a di stribuicdo d os
fendbmenos saude/doenca e os factores condicionantes nas populagcbées humanas. O
conhecimento actualizado dos padrées epidemioldgicos é fundamental, possibilitando
ajustar as intervengdes de prevencao/diagndstico a subgrupos populacionais de maior

risco.

A presséo selectiva refere-se a condigdes ambientais, incluindo nao apenas o uso
de antibiéticos mas também a qualquer outro factor ambiental tal como, a forma como os
pacientes estdo relacionados por caracteristicas epidemiologicas, outras drogas usadas,
ou poluentes ambientais (Baquero et al., 1998). E um conceito geral que se refere a
muitos factores e que cria um p anorama ambiental p ermitindo, a os organismos com
mutagdes novas ouca racteristicas recentemente adquiridas, so breviverem e
proliferarem. A pressao selectiva por antibiéticos € o pr incipal f actor para ex plicar o
aumento da resisténcia. A prevaléncia actual da resisténcia deve ser monitorizada
continuadamente cada ano. O impacto da resisténcia a um antibiético e o seu mecanismo

especifico, i ncluindo a transmissdo, d eve serest udado ¢ uidadosamente. T ais
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informagbes podem ajudar na orientagdo das estratégias a seguir para maximizar o

sucesso terapéutico e minimizar o aparecimento de resisténcia (Siu, 2002).

A resisténcia embora classicamente atribuida a mutagdes cromossomicas, esta
mais associada a elementos extracromossémicos adquiridos de o utra bactéria do
ambiente. Estes incluem diferentes tipos de segmentos méveis de DNA, tais como os
plasmideos, os transposdes e os integrdes. C ontudo o s mecanismos intrinsecos
normalmente nao especificados por elementos moveis tais como as bombas de efluxo
que expulsam varios tipos de antibidticos, sdo agora reconhecidos como dos principais
contribuidores para a multiresisténcia bacteriana. Uma vez estabelecida, os organismos
resistentes a multidrogas persistem e espalham-se pelo mundo, causando falhas clinicas

no tratamento de infecgbes e crises de saude publica (Alekshun and Levy, 2007).

A diferenciacao entre enzimas mediadas por plasmideos e cromossomas pode ser
dificil devido a possibilidade de translocagao de genes entre plasmideos e cromossomas.
A importancia epidemiologica da resisténcia cromossémica e plasmidica €, sem duvida,
muito di ferente se ndo a pl asmidicaa que o rigina m aior di fusdo das resisténcias
bacterianas o que da | ugara numerosos surtos epidémicos por bactérias resistentes
(Forbes et al., 2007).

At ransferéncia horizontal p arece s erom ecanismo pr incipal para a dquirir
resisténcia aos antibiéticos. Os antibidticos além de selectores da resisténcia bacteriana
sdo t ambém pr omotores da r esisténcia. A aplicacdo d e n ovas tecnologias levou a o
desenvolvimento de novos antibiéticos. Contudo a ca pacidade destas novas moléculas
para originar resisténcia nos microrganismos tem sido largamente ignorada. Talvez seja
tempo d e i ncluir um novo p asso no desenvolvimento e estudo das propriedades dos
novos antibiéticos: a sua capacidade de produzir resisténcia. Este estudo deve ser feito
usando todo o conhecimento disponivel sobre a f isiologia e ge nética bacterianas. Os
novos antibioticos devem ser avaliados pela sua capacidade de seleccionar va riantes
mutantes, de a umentar as taxas de m utacdo, e de pr omover t rocas genéticas. A s
moléculas devem se r estruturalmente m odificadas para r eduzir, s e possivel, estas
capacidades sem di minuir as propriedades antimicrobianas. F inalmente, usando os
conhecimentos mais actualizados sobre as bases genéticas da mutacao e recombinacao
e do seu papel na aquisicao da resisténcia aos antibidticos, pode-se entdo tirar partido
das estratégias que as bactérias utilizam para ultrapassar a acgéo dos antibiéticos, para
melhorar os farmacos anti-infecciosos (Blazquez et al., 2002).
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Contributo dos alimentos e da producgéo animal para a disseminagéo de estirpes

produtoras de ESBLs

A resisténcia aos antibiéticos € um problema importante de saude publica a qual
acaba num surto causado por bactérias patogénicas que ndo se eliminam por antibiéticos
conhecidos. A maioria dos genes que confere resisténcia € adquirida horizontalmente das
bactérias comensais ou d as bactérias ambientais. A co ntaminacao al imentar p or
bactérias resistentes pode ser uma fonte significativa de genes de resisténcia para as
bactérias humanas mas ndo tem sido rigorosamente avaliada, nem é co nhecido se ha
diferengas entre produtos bioldgicos e os de produgéo convencional. Num estudo em
trezentos e noventa e nove produtos verificou-se que, independentemente do modo de
producgdo, os vegetais e frutos crus estavam muito contaminados por bactérias de gram
negativo r esistentes a m ultiplos antibidticos. A m aior par te d estas bactérias séo
originarias do solo e do ambiente. Este estudo focou-se em bactérias de gram negativo
resistentes a ¢ efalosporinas de terceira g eragao, que causam um grande i mpacto na
saude humana. Entre elas, existem raras espécies potencialmente patogénicas para
hospedeiros imunocompremetidos. Dos produtos testados, treze por cento tinham
bactérias produtoras de beta-lactamases de espectro alargado, todas identificadas como
Rahnella spp agrupadas em dois filotipos e todas portadoras do gene blagrann). Deste
modo, vegetais e frutos de produgao bioldgica ou convencional constituem uma fonte de
bactérias resistentes e de genes de resisténcia (Ruimy et al., 2009).

Os alimentos de produgao animal sdo os principais reservatorios de p atogénicos
zoonoticos, e a detecgao de produtores de ESBL em estirpes de E. coli e Salmonella tem
aumentado nos ultimos anos. A's ESBLs sao ext ensamente de tectadas em va rias
instituicdes de salde mas nao sdo assim tdo frequentes na populagédo b acteriana dos
animais, podendo indicar que estas enzimas sdo menos prevalentes nos animais que nos
humanos, mas também ndo tém sido tdo procuradas. O aumento da ocorréncia de
produtores de E SBLs nos animais tem-se destacado e discutido d evido a ci rculagéao

destes factores de resisténcia entre os patogénicos humanos (Carattoli, 2008).

Durante a monitorizagdo de amostras de leite ndo pasteurizado de vacas saudaveis
para a pr esenca de bac térias resistentes aos antibiéticos, um isolado de Klebsiella
pneumoniae era resistente as oxiimino-cefalosporinas e aztreonamo. Descobriu-se uma

beta-lactamase de espectro alargado, codificada cromossomicamente, que foi descrita
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anteriormente, chamada SHV-60. E de esperar que esta estirpe se dissemine entre
animais de producao alimentar e assim constitua um reservatorio desta estirpe resistente
e que o gene de resisténcia possa ser transferido causando problemas para o tratamento
dos humanos. Este estudo confirma a hipétese de que alguns dos novos antibidticos a
que as bactérias zoondticas patogénicas sao r esistentes apareceram em a nimais
destinados a alimentagao e foram referenciados pela primeira vez no Japao. Colonizagéao
das tetas de vacas saudaveis com patogeénicos zo ondticos resistentes a m ulti-drogas
durante a lactagao ou periodos de seca € um dos maiores perigos afectando ndo sé a
industria leiteira mas também a saude publica. Recentemente, populagdes de paises em
desenvolvimento foram mal informados através de sessbes em muitos sites na internet
que di ziam q ue o | eite em br uto € m ais nutritivo e t em m elhor s abor g ue o | eite
pasteurizado. Fez-se um estudo para monitorizar bactérias resistentes a multi-drogas no
leite em bruto d e vacas saudaveis da C aliférnia tendo em conta que nao receberam
nenhum a ntibiético na comida e que nao foram tratadas com antibiéticos pelo menos
durante trés meses. As estirpes identificadas foram feitos testes de susceptibilidade aos
antibioticos pelos métodos de difusdo em disco e determinacdo da MIC, de acordo com
as “guidelines” de 2005, do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). A estirpe
identificada como Klebsiella pneumoniae, KPHUF-100, tem um fenétipo pouco comum,
sugerindo a presenca d e um a b eta-lactamase de esp ectro al argado qu e degrada as
oxiimino-cefalosporinas e aztreonamo. A determinagdo da MIC na presenca de uma
concentracao fixa de acido clavulanico, 4ug/mL, confirma que este isolado € uma
produtora de ESBL e excluiu a possibilidade da resisténcia ser devida a presenca de uma
beta-lactamase do tipo AmpC ou a efeitos de permeabilidade resultantes de alteracoes
nas porinas da membrana externa. A Klebsiella pneumoniae esta e ntre os b acilos de
gram negativo mais encontrados pelos médicos em todo mundo e tem sido considerada
patogénica pulmonar desde que foi descoberta ha mais de 100 anos; contudo, a razéo
para a preponderancia geografica de manifestagbes severas de infecgdes por Klebsiella
pneumoniae, incluindo bacteremias e meningites adquiridas na comunidade, na Asia, sdo
desconhecidas. No Japao, tem havido um aumento de infecgbes causadas por Klebsiella
pneumoniae resistente a m ulti-drogas constituindo uma ameacga nao s6 por se tornar
mais dificil se leccionar os antibidticos eficazes para ot ratamento d os pacientes, mas
também por ser uma causa frequente de surtos nosocomiais nos hospitais. Contudo, a
origem de sta b actéria € de sconhecida. E stes r esultados sugerem que s ob ce rtas
condicbes, as tetas de animais saudaveis podem se rco lonizadas por bac térias
resistentes a multi-drogas e suscita uma pergunta: Quais sdo os mecanismos envolvidos

16



na selecgdo de bactérias resistentes a multi-drogas nas tetas dos animais saudaveis?
Assumiram que a selecgao ocorre fora da teta, que a invasao é feita através do esfincter
da teta e que estas bactérias permanecem num estado latente. Além disso, as fezes e a
urina dos animais contém quer as bactérias resistentes quer os residuos de antibidticos
que ficam acumulados no solo habitado por estas vacas leiteiras. E possivel que este
ambiente de pressdo com antibidticos seleccione alguns grupos de bactérias para
mutag¢des pontuais. Este tipo de ambiente favorece a resisténcia, transferéncia de genes
e amplificacdo de estirpes resistentes que podem colonizar, durante meses, o canal da
tetae a cisterna, durante a lactacdo ou periodos de seca, sendo um reservatério
daquelas bactérias no | eite br uto, m esmo e m ani mais saudaveis. A dicionalmente,
microrganismos resistentes tém sido encontrados em quintas de produgéo convencional
ou organica, o que demonstra que o fendmeno de disseminagédo de bactérias resistentes
esta nas quintas. E necessaria vigilancia para avaliar se isto é uma situag&o Unica, numa
quinta, ou se a resisténcia devida a ESBL esta presente entre outras populagcbes animais,
no Japao (Hammad et al., 2008).

Poucos estudos tém d emonstrado a presenca de Escherichia coli resistentes,
expressando ESBL em alimentos e animais de producao alimentar. Num estudo espanhol
de 2003, a prevaléncia de resisténcia de E. coli que expressam ESBL foi de 2,8% nos
isolados testados em animais doentes e os genes identificados foram do tipo CTX-M,
SHV e TEM. Num estudo dinamarqués de 2000-2002 em isolados de E. coli e Salmonella
spp nao foram detectadas ESBLs. Num estudo na Holanda de 2001 a 2002 em isolados
de aves, de produtos de aves e de pacientes (34 isolados de Salmonella spp produtores
de ESBL) havia uma alta prevaléncia de blaiem-s2), € ESBLs do tipo CTX-M da classe C
de Ambler entre os isolados testados de origem de animal. Nove isolados ndo
relacionados de origem animal, uma Salmonella spp e oito E. coli do Reino Unido eram
produtores de ESBL. Todas as E. coli tinham mutagdes de AmpC e na Salmonella spp foi
detectada uma enzima de classe C de Ambler, CMY-2. Como parte de vigilancia continua
de resisténcia antimicrobiana nos animais de producdo alimentar, nos alimentos e nos
seres humanos foram obtidos isolados de E. coli a partir de carne vendida a retalho na
Dinamarca num total de 732 amostras de aves, de ca e bovina e de carne de porco,
sendo identificado pela primeira vez em 2004 o primeiro isolado de E. coli produtor de
ESBL. Esta E. coli resistente foi isolada de carne cortada importada da Alemanha e foi,
também, r esistente as q uinolonas, as su lfonamidas, at etraciclinae ao t rimetoprim.

Utilizando primers previamente concebidos para os genes do tipo TEM, foi obtido um
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amplicdo de E. coli e por sequenciagéo foi identificado como blarem.sz). Anteriormente, a
blarem-s2) foi encontrada com alta prevaléncia em E. coli nos pacientes hospitalizados em
hospitais canadianos. R ecentemente, i solados bacterianos contendo blagem-szy foram
detectados em Salmonella enterica s erovares Blockley, T homsen, L ondon, E nteritidis,
paratyphi B, Virchow e Typhimurium de aves de capoeira e em pacientes na Holanda e
em pacientes na Escdcia. Estes resultados mostram a importancia da monitorizagdo da
prevaléncia da resisténcia antimicrobiana ndo sé dos animais de produgao alimentar, mas
também em carne ve ndida a retalho. P rogramas nacionais para limitar a selec¢do da
resisténcia terdo de ser combinados com medidas internacionais e regulamentos para
assegurar que os consumidores nao estdo expostos a riscos desnecessarios de bactérias
resistentes a antimicrobianos em alimentos comprados a retalho. Além disso, os genes
de r esisténcia, i dentificados neste es tudo, es tdo | ocalizados em el ementos de DNA
moveis € a resisténcia po de ser t ransferida e ntre as estirpes no intestino hum ano,
originando a reducgdo de op ¢bes de t ratamento antimicrobiano e pr olongamento da
hospitalizagéo (Jensen et al., 2006).

As Escherichia coli produtoras da enzima CTX-M-15 espalharam-se rapidamente no
Reino Unido por volta de 2003, mas outros tipos também apareceram, especialmente a
CTX-M-14. Examinaram-se peitos de galinha criados no Reino Unido (n=62) e importadas
(n=27), como potencial fonte de E. coli resistentes as quinolonas com genes blacrx-w).
Foram examinadas mais quarenta amostras em que o pais de criagdo nao foi possivel
identificar. Durante 2006, 129 filetes de peito de galinhas frescos e congelados foram
comprados em West Midlands. Foram cultivados em meio de CLED contendo 8mg/L de
ciprofloxacinae co mdi scod e 10 ugd e ce fpodoxima. | solados resistentes foram
identificados e tipados por RAPD (random amplified polymorphic DNA analysis); blacrx-w
foi identificada por PCR (polymerase chain reaction) e sequenciagéo. O pais de criagao
foi identificado pela embalagem para 89 das 129 amostras compradas. Apenas uma das
62 amostras de galinhas criadas no Reino Unido era portadora de E. coli produtora da
enzima CTX-M-1, enquanto 10 de 27 amostras criadas noutros paises tinham E. coli com
enzimas CTX-M, especificamente, 4/10 Brasileiras, 3/4 Brasileiras/Polacas/Francesas, e
2/2 Alemas tém E. coli com enzimas CTX-M-2. Seis das 40 amostras em que o pais de
criagdo nao é conhecido tém enzimas CTX-M e 5 sdo CTX-M-14. As E. coli resistentes as
quinolonas co m varias b eta-lactamases C TX-M, as q uais sdo c omuns em i nfecgdes
humanas em t odo om undo, foram e ncontradas em p eitos de g alinha i mportada,

indicando uma possivel fonte para colonizagao intestinal. O tipo dominante de CTX-M em
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infecgbes h umanas no R eino U nido n do foi encontrado n os isolados de g alinhas,
sugerindo que galinhas criadas neste pais nao sao um reservatorio de C TX-M-15. Foi
posta como hipotese que os produtos de galinha importados fossem a grande fonte de
colonizagdo intestinal por estirpes aviarias de E. coli portadoras de genes de E SBLs
blaicrx-m)- C ozinhar os al imentos n&o i mpede a colonizagéo d os intestinos pelos
microrganismos das g alinhas cruas, g uando manuseadas e c ozinhadas em | ocais
domeésticos. A colonizagao intestinal, quando seguida de uma cateterizagdo urinaria ou
problemas de higiene pessoal, pode explicar a epidemiologia actual dos produtores de
ESBLs, os quais aparecem particularmente nos idosos, nos hospitais e na comunidade
do Reino Unido. As estirpes aviarias podem transferir resisténcia ou factores de viruléncia
para os humanos por E. coli patogénicas, embora isto nd o exp lique a di sseminacao
clonal m ultifocal. A C TX-M-15 tem sido ag ora descrita na ca me de frango ve ndida a
retalho nos EUA em simultdneo com as primeiras descri¢des de casos na comunidade
com este gendtipo. Embora estirpes de E. coli com a enzima dominante CTX-M-15 nao
tenha sido encontrada em amostras de carne de galinha no Reino Unido, ndo se pode
ignorar a possi bilidade d a sua origem ter como fonte os géneros alimenticios. O utra
explicagéo € que estirpes com CTX-M-15 apareceram devido a emigragdo ou imigrantes
da india, onde a enzima esta extremamente disseminada. Contudo varios epicentros de
E. coli clonal com CT X-M-15, por exemplo Ulster (Irlanda) e Shrewsbury (Inglaterra), e
que nd ot émgr ande populagdoi migrante, contrariam oar gumento de quea

disseminacédo é m ediada pelos viajantes. Devido a e norme presenca de estirpes de E.
coli com resisténcia a quinolonas e com genes CTX-Mn os peitos de frango crus é
necessario uma vigilancia sustentada paralela, das fontes de comida crua i mportada e
infecgbes nos humanos, para estabelecer se ha uma relagdo, ou uma mudanga gradual
na prevaléncia de tipos de CTX-M e se genes de resisténcia e plasmideos nos isolados
de comida crua s&o os progenitores das mudangas na epidemiologia clonal nos isolados
das enzimas CTX-M. Embora a epidemiologia molecular ndo tenha demonstrado que a
carne crua de aves domésticas é uma fonte das infecgbes correntes no Reino Unido, esta
carne pode ser uma fonte de colonizagao fecal com E. coli produtoras de E SBLs por

infecgbes extra-intestinais (Warren et al., 2008).

Em 2006 na T unisia foi avaliada a ocorréncia de be ta-lactamases de es pectro
alargado em isolados de Escherichia coli em quarenta amostras de fezes animal e em
trinta e oito amostras de alimentos, para caracterizar o tipo de ESBLs, os seus ambientes

genéticos e os genes de resisténcia associados. Os isolados de E. coli produtores de
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ESBLs foram de tectados em dezd e trintae oito amostras de al imentos e n do foi
detectada nenhuma nas amostras de fezes animal. A diferenga observada nos isolados
de E. coli ESBL positivos em amostras de alimentos em relagao as amostras de fezes de
animais pode ter varias razoes; as amostras de alimentos e as amostras de fezes foram
obtidas de qui ntas diferentes e, p orout ro | ado, a ¢ ontaminagado po de oc orrer no
matadouro e durante os processos de transformacido ou comercializagdo alimentar. Os
genes encontrados nos isolados foram os seguintes: blacrx-m-1y €m cinco, blacrx-m-1y Mais
blairem-1,) €m um, blacrx-m-14) Mais blagem-10) €M dois, blacrx-v-sy €m um e blashy-s) em um.
Todos os isolados com ESBLs mostraram padrdes nao relacionaveis por PFGE (pulsed-
field gel electrophoresis). As ESBLs da classe CTX-M foram detectadas pela primeira vez
em estirpes de E. coli de origem alimentar em Africa (Jouini et al., 2007).

Recentemente, tem sido referida uma alta diversidade de ESBLs na Escherichia coli
em qui ntas de av es domésticas na B élgica sendo as enzimas CTX-Maf amilia
predominante. As estirpes de Salmonella entérica serovar Virchow e Salmonella entérica
serovar Infantis produtora de TEM-52 tém sido também isoladas de aves domésticas na
Bélgica. A presenga de ESBLs nos animais de produgéo alimentar pode representar um
perigo p araas aude humana um a vez que e stas bactérias podem r epresentar um
reservatorio de genes de resisténcia de patogénicos causando doenca nos humanos e
nos animais. Portanto para demonstrar o conjunto de genes comuns de ESBLs existentes
entre os i solados dos diferentes hospedeiros, ca racterizaram-se os  plasmideos,
determinaram a localizagdo e a pos sibilidade de t ransferéncia de E SBLs blarem-sz),
blacrxm-2 € blacrxmisy presentes nos isolados das diferentes estirpes de
Enterobacteriaceae de h umanos,d e frangose de suinos. C atorze es tirpes n &o
relacionadas clonalmente, portadoras de blagemsz), blacrxwz ou blacrxwisy foram
usadas neste estudo. As estirpes de E. coli humana foram isoladas em pacientes do
Hospital Universitario de Ghent. Todos os isolados de aves domésticas foram obtidos de
fezes de frangos saudaveis mas os 2 isolados de E. coli eram de suinos com diarreia. A
resisténcia pl asmidica qu e co difica as ESBLs parece m over-se r apidamente ent re os
diferentes microrganismos e os diferentes ecossistemas. Os organismos portadores de
TEM-52,d e C TX-M-2ou C TX-M-15r esistentes as c efalosporinas, podemse r
transmitidos dos alimentos de producéo animal para os humanos ou vice-versa, contudo,
permanece pouco claro, principalmente devido ao desconhecimento da maleabilidade e
velocidade de evolugao dos plasmideos que as transportam (Smet et al., 2009).

20



As ESBLs, principalmente as da familia CTX-M, tém sido associadas com estirpes
de Escherichia coli de origem animal na Europa. Uma experiéncia foi realizada in vivo
para e studar os efeitos de dr ogas beta-lactamicas em ve terinaria n a se lecgéo e
persisténcia de E. coli produtora de ESBL na flora intestinal de suinos. Vinte suinos foram
aleatoriamente distribuidos em trés grupos de tratamento e um grupo de controlo. Todos
os suinos foram inoculados intragastricamente com 10" CFU (unidades formadoras de
colénias) de mutantes resistentes ao acido nalidixico derivados de estirpes de E. coli
produtoras de C TX-M-1 de su inos. O s tratamentos com a am oxicilina, a ce ftiofur
(cefalosporina d e 32 geragéo), ou a ce fquinoma ( cefalosporina d e 42 g eragao) foram
iniciados imediatamente ap6s inoculagéo bacteriana. As fezes foram colhidas antes da
inoculagao e nos dias 4, 8, 15, 22 e 25 apods o inicio do tratamento. O total de coliformes
resistentes foram contados em meio de MacConkey com e sem cefotaxima (CTX). Para
além disso, MacConkey com CTX e &cido nalidixico (NAL) foi usado para contar o
numero de CFU da estirpe inoculada. Foram observadas contagens significativamente
mais altas de coliformes resistentes ao CTX nos trés grupos de tratamento vinte e dois
dias apds a descontinuagéo do t ratamento qu e no gr upo de c ontrolo. A ce ftiofur e a
cefquinoma exercem um maior efeito selectivo que a amoxicilina, e os efeitos persistem
para além do tempo de tratamento recomendado para estas cefalosporinas. As estirpes
inoculadas foram detectadas em apenas nove animais no dia 25. O aumento do nimero
de coliformes resistentes ao CTX foi principalmente devido a proliferacdo de e stirpes
produtoras de CTX-M nativas e a possibilidade de outras estirpes adquirirem genes CTX-
M por transferéncia horizontal. O tratamento com amoxicilina, ceftiofur, ou cefquinoma
resulta numa seleccao de E. coli produtora de CTX-M na flora intestinal dos suinos. Com
a excepcao da cefquinoma, observou-se um aumento na contagem de E. coli produtora
de CTX-M que nao foi devida a estirpe inoculada mas as estirpes de E. coli presentes na
flora nativa dos suinos. A maioria dos suinos (19/20) era portadora de E. coli produtora
de CTX-M antes da inoculagao, incluindo as variantes CTX-M-1 e C TX-M-14. E mbora
nao haja informacéao disponivel acerca da contribuicdo de factores seleccionadores de
patogénicos especificos oriundos de quintas, esta descoberta sugere que pode ser dificil
controlar o r isco da colonizagdo animal com E. coli produtoras de ESBL. As estirpes
produtoras de CTX-M nativas tém uma predominancia ecoldogica sobre a estirpe
inoculada observada na contagem das placas contendo NAL e por caracterizagao
genética dos isolados obtidos no fim da experiéncia. Varios factores podem ter
contribuido para este resultado, tais como factores do hospedeiro ou um possivel
enfraquecimento da estirpe inoculada devida a mutacdo que condiciona a resisténcia a
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quinolona, a qual pode ter reduzido a capacidade da estirpe para colonizar os suinos. Foi
observado, anteriormente, que um clone d e E. coli predominante es t4 n ormalmente
associado com uma flora intestinal e a colonizagdo com estirpes externas é dificultada
devido a competicdo com a flora nativa adaptada. Em média, a diferenca estimada entre
a contagemde E. coli produtoras de C TX-M nas fezes de suinos tratados com
cefalosporinas e das do grupo de controlo foi cerca de cem vezes mais alto no primeiro
grupo e persistiu pelo menos durante vinte e dois dias ap6s o fim do tratamento. Da
mesma forma, os efeitos selectivos exercidos por ceftiofur e cefquinoma persistem para
além do fim do tratamento (o tempo requerido para assegurar que os residuos da droga
estejam abaixo do limite do residuo maximo disponivel nos tecidos), que sdo nove e
cinco diasr espectivamente. Ot ratamento co ma amoxicilinai nduz um a umento
significativo na contagem de coliformes resistentes a CTX, existindo uma diferenca dez
vezes inferior relativamente a contagem do grupo de controlo, sendo o tempo de
eliminacdo desta droga de trinta dias e portanto o risco da contaminacdo da carne no
matadouro p arece s er m enor p ara est e m edicamento. E ste estudo in vivo indica
claramente que as cefalosporinas de uso veterinario seleccionam as E. coli produtoras de
ESBLs na flora intestinal dos suinos e isto produz um efeito selectivo que persiste por um
periodo longo, maior que o tempo de tratamento necessario com estes antimicrobianos.
O tratamento dos animais com cefalosporinas deve ser limitado e apenas quando os
antimicrobianos de espectro mais estreito ndo se podem usar devido as resisténcias ou
por falta de eficacia clinica por drogas antimicrobianas alternativas (Cavaco et al., 2008).

Emvi nte e nov e isolados de E. coli de uma amostragem de oi tenta qui ntas
produtoras de suinos distribuidos em treze pr ovincias espanholas demonstraram
reduzida susceptibilidade ou resisténcia a cefalosporinas de espectro alargado. Foram
encontradas as seguintes ESBLs: SHV-12 em 12 isolados, C TX-M-1 em trés isolados,
CTX-M-9 em trés isolados e CTX-M-14 em trés isolados; os restantes oito isolados nao
eram fenotipicamente E SBLs. D iferentes ESBLs e out ros mecanismos associados a
resisténcia a cefalosporinas de espectro alargado estao muito disseminados em E. coli de

origem fecal de matadouros de suinos em Espanha (Escudero et al., 2010).

Num es tudo realizado em cinco quintas produtoras de frangos, em |talia, foram
caracterizados sessentaes etei solados de Escherichia coli comr eduzida
susceptibilidade a ¢ efotaxima ou a ce ftiofur. F oram i dentificados os genes das beta-
lactamases blacrx-m-1), blacrx-m-a2) € blasnv-12). Detectou-se uma consideravel diversidade

genética entre os isolados produtores de ESBLs, e foram identificadas estirpes iguais em
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diferentes quintas e plasmideos iguais em estirpes geneticamente distintas. A detecgao
de plasmideos com alta mobilidade sugere um potencial reservatorio para genes de beta-
lactamases (Bortolaia et al., 2010).

Em Portugal, foi feito um estudo em setenta e seis amostras de fezes de frangos
obtidas num matadouro. F oi d eterminada a susceptibilidade a dezasseis antibiéticos e
oitenta e cinco por cento dos isolados apresentavam um fendétipo multirresistente a pelo
menos quatro familias de antimicrobianos. As ESBLs dos grupos TEM e C TX-M foram
detectadas em trinta e um isolados de E. coli. O resultado deste estudo demonstra que o
tracto intestinal de aves domésticas saudaveis € um reservatorio de isolados de E. coli
com ESBLs (Costa et al., 2009).

Para investigar a diversidade de integrdes e beta-lactamases de espectro alargado
entre Enterobacteriaceae de galinhas e d e suinos, em Portugal, e analisar a relagao
clonal entre os isolados produtores de ESBLs portugueses de origem animal e humano,
analisaram-se amostras de fezes de suinos saudaveis (HSF, n=35) carcacas de galinha
nao co zinhadas (CM,n= 20)ef ezes de g alinhas saudaveis (HCF,n= 20).A s
Enterobacteriaceae produtoras de E SBLs foram identificadas nas seguintes amostras:
60% de CM, 10% de H CFe 5, 7% de H SF, a maioria co rrespondente a E. coli dos
filogrupos A,D e D 1. As ESBLs TEM-52, S HV-2 e C TX-M-1 foram detectadas em
amostras de galinha e SHV-12 em amostras de suinos. Foi observada alta diversidade
clonal e a maioria das ESBLs foi transferida (67%). Nas amostras foram i dentificados
integrées de classe 1 e classe 2, 80% nas CM, 10% nas HCF e 63 % nas HSF, sendo a
classe 1 mais frequente que a classe 2. Este estudo é o primeiro de ESBLs e integrbes
de galinhas e suinos em Portugal e destaca as bactérias resistentes aos antibiéticos e/ou
genes de resisténcia que os humanos podem adquirir através da cadeia alimentar. Os
isolados com susceptibilidade di minuida a cefalosporinas de esp ectro al argado foram
encontradas em todas as amostras de carne de galinha, em duas amostras de HCF e em
trés amostras HSF. Um total de cento e quarenta e nove isolados representativos de
colonias com diferentes morfotipos foi determinada a susceptibilidade aos antibiéticos nas
HSF (n=48), nas HCF (n=33) e nas CM (n=68). A resisténcia a pelo menos um antibiético
foi observada em 113 isolados sendo resistentes a estreptomicina 65%, as sulfamidas
51% e ao trimetoprim 40%. A maioria dos isolados portadores de ESBLs tem resisténcia
a est es antibidticos que sao us ados na produgdo animali ntensiva. A s taxas de
resisténcia para as sulfamidas e para o trimetoprim foram semelhantes entre isolados de

galinhas e suinos (50% versus 54% para su lfamidas e 43% versus 35% par a
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trimetoprim). As taxas de resisténcia para os antibidticos ndo beta-lactamicos sdo mais
frequentemente en contradas entre produtores de E SBLs do qu e entre isolados néo
produtores de ESBLs: estreptomicina (83% versus 63%), sulfamidas (67% versus 49%) e
trimetoprim (61% versus 31%). As ESBLs frequentemente i dentificadas nos humanos,
associadas com os hospitais ou a comunidade dos paises europeus, tém sido cada vez
mais encontradas entre os animais. A frequente detecgdo de Enterobacteriaceae
produtoras ESBLs e/ou portadoras d e i ntegrdes de classe 1e/oude classe 2 nas
amostras de fezes de galinhas e suinos para produgao al imentar, am bos de m arcas
comerciais diferentes, e galinhas criadas em diferentes quintas de Portugal, confirma o
papel dos animais como possivel reservatorio para a disseminacéo de genes resistentes
na comunidade. A presenca de ESBLs entre amostras de galinha de marcas comerciais
diferentes e de galinhas criadas em diferentes quintas pode ser a razdo da contaminagao
de algumas linhas genéticas de grande numero de r eproducéo que sao vendidos pelo
mesmo pr odutor. A’ s ESBLs sd o m ais frequentemente o bservadas entre E. coli
principalmente p ertencendo ao grupo filogenético A (58,3%), a q ual é associada com
estirpes comensais de E. coli animal ou humana, de acordo com outros estudos. Contudo
também foi detectado E. coli produtora de ESBL do grupo filogenético D, o qual esta
associado a infecgdes humanas extra-intestinais. Todos os genes de ESBL identificados
neste estudo ja foram identificados nos hospitais portugueses, e as ESBLs mais comuns
entre os animais, TEM-52 e SHV-12, sdo também os tipos mais frequentes e ntre os
humanos. A blagewsz também tem sido detectada entre produgéo alimentar e animais
selvagens, animais domésticos e humanos saudaveis da Bélgica, da Franga, da Grécia,
de Portugal ou de Espanha e é associada a um plasmideo epidémico conjugativo entre
amostras de animais em areas com alta prevaléncia d este tipo de E SBLs. Os outros
genes de E SBL e ncontrados, blacrxm1), blasmv-2 ou blasmv-12), €s tédo | argamente
disseminados entre Enterobacteriaceae de diferentes continentes por di sseminagéo
plasmidica e clonal e tém sido recentemente detectados em Portugal. A diversidade
clonal dos isolados portadores destes genes sugere que a transmissao horizontal pode
ser a responsavel pela recente e rapida disseminac&o destas variantes no pais. Algumas
das ESBLs e integrées que foram encontrados ja tinham sido detectados entre
Enterobacteriaceae de diferentes nichos ecolégicos em Portugal e n outros paises,
sugerindo que as suas estruturas genéticas méveis estdo disseminadas. E necessaria
uma politica mais restrita do uso de antibidticos em veterinaria (Cavaco et al., 2008), para
prevenir o ap arecimento e a di sseminacdo destas estirpes entre animais e humanos,
limitando os futuros problemas de falha terapéutica (Machado et al., 2008).
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Contributo dos animais selvagens para a disseminagédo de estirpes produtoras de
ESBLs

Num estudo, de 2006 a 2008, na Republica Checa e Eslovaquia para determinar a
presenca de E. coli resistentes aos antibiéticos nas fezes de populacées de mamiferos
selvagens, e ncontraram nas fezes de javalis cinco isolados de E. coli multirresistentes
produtores de ESBLs : um isolado com blaicrx-m-1y € blagem-1), trés com blacrx.v-1y € um
com blagremsw). Este estudo demonstra o impacto dos mamiferos selvagens como

reservatoérios de estirpes produtoras de ESBLs (Literak et al., 2009).

As E. coli produtoras de ESBLs foram isoladas em oito amostras de setenta e sete
amostras de fezes de javalis em Portugal. Os tipos de ESBLs sequenciados e
identificados por PCR foram blacrx.m1 €m 6 i solados e blacrxm-1y + blagemisy em 2
isolados. A dicionalmente foram d etectados genes de r esisténcia a t etraciclinaem 3
isolados, a estreptomicina em 3 i solados, ao cloranfenicol em 1 isolado e em todos os
isolados foram detectados genes de resisténcia a sulfonamida. O gene intl 1 que codifica
a integrase da classe 1 foi detectado em todos isolados de E. coli. Este estudo evidencia
que os javalis podem ser um reservatorio de genes de resisténcia antimicrobiana (Poeta
et al., 2009).

As ESBLs témsi dol argamente distribuidas nas bactériasd e diferentes
ecossistemas, em borase jan ecessariam ais informagdo, es pecialmente p ara
ecossistemas selvagens. O estudo de Poeta e colaboradores tem como objectivo analisar
os isolados de E. coli portadores de ESBLs em amostras de fezes de gaivotas das llhas
Berlengas e também caracterizar o tipo de ESBLs e o grupo filogenético dos isolados. As
llhas Berlengas sdo uma parte da reserva natural das Berlengas, localizada a 5,7 milhas
da costa Portuguesa, e pertencem a uma rede nacional de areas protegidas. No passado
pescadores habitaram na ilha, que agora é desabitada, embora haja visitas turisticas e
poucas pessoas permanecem nas férias. Diversas espécies de gaivotas fazem os seus
ninhos nestai lha; n estes ultimos anos a p opulacdo de g aivotas tem aum entado
significativamente e é ¢ onsiderada uma v erdadeira praga. A mostras fecais frescas de
cinquenta e sete gaivotas foram obtidas em diferentes areas das Ilhas Berlengas durante
0 més de Setembro de 2007 e foram testadas para a presenca de ESBLs em isolados de
E. coli. Os genes de beta-lactamases detectados foram os seguintes: blaiem.s,) em 8

isolados, blacrx-m-1) Mmais blapxa-1) €m um isolado, blacrx-w-14a) €M um isolado, e blacrx-m-
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a2 €m um isolado. E interessante que 73% dos isolados com ESBL tém o gene blagewsy)
e 27% tém o gene blacrxm. A alta prevaléncia de TEM-52 tem sido recentemente
observada emisolados de E. coli de a nimais sa udaveis para pr oducdo al imentar e
produtos de carne de frango de Portugal. E importante realcar a alta prevaléncia e a
diversidade m oderada d e ESBLs d etectadas nas E. coli das fezes das gaivotas que
habitam numa reserva natural. No caso das llhas Berlengas, que ndo sao muito longe da
costa portuguesa, ndo esta excluida a possibilidade destes animais comerem os restos
dos alimentos das pessoas. Este estudod aum an ova evidéncia paraal arga
disseminagao de ESBLs nos isolados de E. coli de animais selvagens, como € o caso das
gaivotas (Poeta et al., 2008).

Infecgdes com bacilos resistentes a multidrogas ndo ocorrem s6 nos hospitais mas
também na comunidade. Estudos anteriores demonstraram resisténcia a multidrogas em
aves selvagens. A costa do Porto em Portugal, incluindo a baixa do Porto, tem uma larga
populagdo de gaivotas (Larus fuscus, Gaivota-d'asa-escura, e L. cachinnans, gaivota de
pernas amarelas). As gaivotas tém sido d escritas como um provavel r eservatorio d e
bactérias resistentes a m ultidrogas. D urante a déca da passada, beta-lactamases de
espectro alargado com importante crescimento epidemiolégico, as enzimas
cefotaximasas ( CTX-M), f oram r elatadas mundialmente em Enterobacteriaceae de
humanos; f oram encontradas maioritariamente na Escherichia coli. As razbes para o
rapido a parecimento de enzimas de C TX-M em i solados de humanos permanecem
desconhecidas. A dicionalmente E. coli CTX-M posi tivas foram i dentificadas em av es
domésticas, em qui ntas de outros animais, e ani mais selvagens (aves de r apina,
raposas). As estirpes de E. coli podem ser classificadas em quatro grupos filogenéticos
(A,B1,B2e D). Os isolados extra-intestinais virulentos pertencem maioritariamente ao
grupo B2, sendo o de menor extensdo o do grupo D, enquanto a m aioria das estirpes
comensais pertencem aos grupos AeB 1. O objectivo deste estudo é avaliara
disseminagao e os tipos de E. coli produtoras de ESBLs nas fezes de aves selvagens nas
praias do P orto. O t ipod e be ta-lactamases CTX-M éaE SBLem cr escente
predominancia. Este estudo forneceu uma pista adicional de que as gaivotas selvagens
sdo portadoras de E. coli produtoras de E SBLs, embora numa menor taxa do que a
referida anteriormente. Os determinantes de ESBLs sdo TEM-52, CTX-M-1, CTX-M-14a e
CTX-M-32. Outro estudo em aves domésticas referia que a principal CTX-M identificada
era do grupo CTX-M-1 (CTX-M-1, CTX-M-15, C TX-M-32) como f oi enc ontrado pel os

autores. A CTX-M-15 era o principal tipo de CTX-M identificada entre as aves residentes
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na maioria das praias do Porto, o que esta de acordo com o facto de a CTX-M-15 ser a
mais prevalente nas E. coli nos pacientes hospitalizados no P orto. E sta observagao é
contraria ao estudo de Poeta et al., 2008, em que a maioria dos animais selvagens era
produtor de TEM-52 numa reserva perto do Porto onde o contacto com os humanos era
menor. Estudos anteriores demonstraram a associagédo de isolados de E. coli do grupo
B2 e D com infecgbes extra-intestinais. Os resultados mostram que 37% de todos os
isolados com E SBLs pertencem a o filogrupo B2 ou D , c omum at axa su perior a
anteriormente encontrada (27% de todas ESBLs) e esta descoberta pode ser um assunto
de i nteresse para a sa ude h umana. C ontudo, f oi d emonstrado que ot ipo ST131
conhecido c omoo m ais frequentemente isolado nos humanos e f requentemente
associado com produgéo de CTX-M-15 é muito raro (9%). Os resultados sugerem que as
praias, desta forma, podem ter um papel fundamental na disseminagao de determinantes
de resisténcia e podem ser a fonte de CTX-M-15 relacionadas com as infecgbes
adquiridas na comunidade. As aves migratérias, tais como as gaivotas que atravessam
grandes extensdes da costa europeia entre Portugal e a Escandinavia, podem ser os
reservatorios do aparecimento destes determinantes de resisténcia (Simdes et al., 2010).

No nordeste da Republica Checa analisou-se a superficie da agua de uma lagoa, a
procura d e Escherichia coli e Salmonella resistentes aos antibioticos, com gaivotas
jovens (Laurus Ridibundus) que ai nidificam. Um total de 16% (n=87) de amostras de
aguae 24% (n=216)de amostras def ezes de gai votas revelaram Salmonella. A s
Salmonella resistentes aos antibiéticos foram isoladas em 12% (n=14) na agua e 28%
(n=51) nas gaivotas. As Escherichia coli foram isoladas em 83 (95%) amostras de agua
da lagoa e 213 (99%) amostras de fezes gaivotas. Os isolados de E. coli num total de
18% (n=83) dadguae 2 8% (n=213)d as gaivotas eram r esistentes a os agentes
antimicrobianos testados. O s isolados de E. coli resistentes aos antibiéticos co m
integrées de classe 1 foram encontrados em 21% (n=14) na agua e 15% (n=60) nas
gaivotas. Nos isolados de E. coli das gaivotas com integrdes de classe 2 e produtores de
beta-lactamases de espectro alargado com blaicrx-m-1), blacrx-m-1s), blasnv-z) € blashv-12)
dos quais 13% eram resistentes aos antimicrobianos. Foram encontrados isolados de E.
coli resistentes aos antibidticos com padrdes idénticos (PFGE) nas gaivotas ou na agua.
As Salmonella do mesmo serétipo e perfil de PFGE foram encontradas nas gaivotas e na
agua. As gaivotas e a agua da superficie da lagoa foram analisadas como importantes
reservatorios de E. coli e Salmonella resistentes aos antibidticos, i ncluindo i solados

produtores de beta-lactamases de espectro alargado (Dolejska et al., 2009).
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Existem apenas alguns estudos anteriores em que as ESBLs foram detectadas em
estirpes de E. coli nas fezes de animais selvagens, mas nao € do conhecimento que
estirpes de E. coli tenham sido isoladas nas fezes de butios (Buteo buteo). Trinta e trés
amostras de fezes de butios de Portugal foram obtidas de Setembro de 2007 a Fevereiro
de 2008 e foram estudadas quanto a presenca de estirpes de E. coli produtoras de
ESBLs. Todas as amostras de fezes foram o btidas com a co laboracdo do C RATAS
(Centro de Recepcéo, A colhimento e T ratamento de Animais Selvagens). Este ce ntro
esta | ocalizado n a U niversidade de T ras-os-Montes e Alto D ouro e r ecebe animais
feridos. Nenhum dos butios tinha sido previamente alimentado por seres humanos ou
tratado com antibiéticos. A maioria dos animais habitava no Parque Natural da Peneda
Gerés ou noutras areas rurais protegidas de Portugal. As amostras de fezes foram
seleccionadas para a presenga de ESBLs utilizando o meio de Levine agar suplementado
com 2 mg /L cefotaxima (Levine-CTX). Duas colénias com morfologia tipica de E. coli
foram seleccionadas e identificadas por métodos bioquimicos classicos (Gram, catalase,
oxidase, indol, Metil Red-Voges-Proskauer, citrato e urease) e pelo sistema API 20E de
cada amostra fecal. A susceptibilidade a 16 antibidticos (ampicilina, amoxicilina / acido
clavulanico, ce foxitina, ce fotaxima, ce ftazidima, azt reonamo, i mipenemo, gentamicina,
amicacina,t  obramicina, estreptomicina, aci don alidixico, ci profloxacina,
trimetoprim/sulfametoxazol, t etraciclina e cl oranfenicol) f oi d eterminada p elo m étodo
difusdo em agar recomendado pelo CLSI para todas as estirpesde E. coli. A E. coli
ATCC 25922 f oi ut ilizada como um a est irpe d e controlo de qualidade. O s isolados
resistentes as cefalosporinas de t erceira geragao (cefotaxima ou ceftazidima)f oram
seleccionados para est udos posteriores (um por am ostra de f ezes,oudoi s se
apresentassem diferentes fenoétipos de resisténcia aos antibiéticos). O teste de difusao de
duplo disco ( cefotaxima, c eftazidima e aztreonamon a pr esengao ua usénciad e
amoxicilina/ acido cl avulanico) foir ealizado p ara detectar a producdo de ESBL. A
presenca de genes que codificam beta-lactamases do tipo TEM, SHV, OXA e CTX-Mfoi
estudado p or P CRs especificos, e am plicoes posi tivos foram se quenciados para
determinar o g ene especifico do tipo de beta-lactamase. F oram estudados por PCR o
ambiente genético dos genes blacrx-vy € sequenciados em todos os isolados que tinham
blaicrx-vm), 0S genes de resisténcia a antibioticos, a presenga dos genes intll e intl2 que
codificam as integrases de classe 1 e 2, e a detecgdo dos grupos filogenéticos de
estirpes de E. coli. As coldnias de E. coli foram isoladas em 5 das 33 (15,2%) amostras
fecais no meio de L evine-CTX. Foram o btidos 2 isolados de E. coli de cada amostra
quando mostraram diferentes perfis fenotipicos e gendmicos. Os 10 isolados exibiram um
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fendtipo de resisténcia para a cefotaxima e/ou ceftazidima, e o teste de produgéo de
ESBL foram positivos. Os genes de beta-lactamase detectados nos isolados foram os
seguintes: blacrx-m-32) + blagem-1) (sete isolados) e blacrx.m-1) + blagew-1) (trés isolados). A
alta prevaléncia de blacrx.w-32 nos isolados de E. coli comensais dos butios neste estudo
€ notavel (15,2%), porque este gene nao é frequentemente encontrado em isolados de
animais, tendo sido referido em poucos estudos anteriores. Os isolados contendo CTX-M
eram todos multirresistentes. Todos os isolados produtores de blacrx.m-1) pertenciam ao
filogrupo B1. Os isolados produtores de blacrx-m-32) pertenciam aos filogrupos: B2 (quatro
isolados), A (dois isolados) ou B1 (um isolado). O filogrupo B2 foi associado em estudos
anteriores com i solados mais virulentos e t ambém t em si do r elacionado co m al guns
mecanismos especificos de resisténcia, como é o caso da beta-lactamase CTX-M-15. A
possivel associacdo em isolados blacrx-m-32) do filogroupo B2 deve ser monitorizada no
futuro. E sta € a primeira ve z que i solados de E. coli produtores de CTX-Mf oram
detectados nos butios. O s butios sado p assaros carnivoros, e p odem vo ar | ongas
distancias & procura d e comida e territorio. E possivel que estes habitos al imentares
possam exp 6-los ao material fecal de a nimais de quintas ou mesmo de humanos. Isto
podera explicar a aquisicdo e disseminacdo de bactérias com genes de resisténcia aos
antibiéticos na populacdo d e b utios, m esmo na ausénciad a pressdo directa p or
antibioticos. Este estudo d estaca q ue as E SBLs sdo encontradas em ecossistemas
mesmo naqueles que nao estio relacionados de perto com os seres humanos ou que
contenham uma pressao selectiva por antibiéticos. Mais estudos devem ser realizados,
com diferentes tipos de animais selvagens para confirmar a disseminagcao de ESBLs em
outros ecossistemas e populagdes animais (Radhouani et al., 2010).
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Contributo dos animais de estimagéo para a disseminagdo de estirpes produtoras
de ESBLs

Existem alguns dados disponiveis de epidemiologia molecular de isolados de
Escherichia coli produtoras de ESBLs de animais de estimacao, na China. A deteccao e
caracterizagcao dos genes de ESBLs blacrx.vm), blaisny, € blagewy foram realizadas entre
duzentos e quarenta isolados de E. coli, de animais domésticos, saudaveis e doentes, no
sul da China, entre 2007 e 2008. O parentesco clonal das E. coli foi avaliado por PFGE.
Os genes codificadores de ESBLs foram identificados em noventa e sete dos duzentos e
quarenta isolados de E. coli e noventa e seis tinham CTX-M. O tipo mais comum de CTX-
M foi CTX-M-14 e CTX-M-55 e em trés isolados foi identificada a CTX-M-64. Os isolados
produtores de CTX-M-27, 15, 65, 24, 3, e 9 foram também identificados. Dez isolados
tinham dois ou trés tipos de CTX-M, sendo a combinagao mais frequente a de CTX-M-14
e CTX-M-55. A alta prevaléncia de ESBLs em E. coli em animais de companhia
demonstra a importancia da vigilancia molecular na monitorizagao de estirpes de E. coli
produtoras de CTX-M nestes animais (Sun et al., 2009).
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Contributo de diversos ambientes para a disseminacao de estirpes produtoras de
ESBLs

O trabalho de Machado e colaboradores descreve a oc orréncia de E SBLs e
integrdes e ntre Enterobacteriaceae de ambientes aquaticos portugueses e analisa a
relagdo clonal entre os isolados produtores de ESBL do ambiente, de origem humana e
animal. Foram identificadas 16 Enterobacteriaceae produtoras de ESBL (11 de Klebsiella
pneumoniae, 4 de Escherichia coli e 1 de Enterobacter aerogenes) em oito amostras
ambientais obtidas em Portugal. As amostras foram: (i) de aguas residuais urbanas
directamente de linhas de esgoto a j usante de quatro hospitais localizados na area do
Porto (n=5; 2001-02); (ii) de agua do rio Sousa, no norte da Portugal (n=1; 2003) e (iii) de
aguado mardo Porto (n=2; 2003- 04). As aguas do rio e do mar foram co lhidas de
pontos de descarga clandestinos de fluxos de agua contaminada por coliformes fecais.
As amostras foram colhidas em frascos esterilizados e processadas no mesmo dia da
colheita. As amostras do rio ou marinhas foram submetidas a um processo de filtragao e
os filtros foram colocados em placas de M acConkey agar suplementadas com
ceftazidima (1 mg/L) ou ce fotaxima (1 mg/L). As amostras de aguas residuais foram
directamente aplicadas nestas placas (0,1 mL). A caracterizagao de ESBL foi realizada
pelo teste de sinergismo de duplo disco, amplificagdo e sequenciagéo de genes bla. A
relacdo clonal foi estabelecida pela analise (randomly amplified polimorphic DNA
fingerprints) RAPD-PCR e / ou PFGE. A relagéo clonal foi determinada entre as estirpes
ambientais do estudo e estirpes produtoras de ESBL extremamente disseminadas no
hospital (regides do Norte e Centro, 2002-04) e na comunidade portuguesa (regido Norte,
2003-05). Os grupos filogenéticos de E. coli foram identificados por PCR multiplex. Os
integrbes de classe 1, 2 e 3 foram caracterizados por (restriction fragment length
polymorphism) PCR-RFLP e sequenciagdo. As caracteristicas epidemiolégicas dos
isolados produtores das ESBL incluem resultados de tipagem e padrdes de resisténcia
aos antibioticos nao beta-lactamicos. A diversidade das ESBLs foi identificada a partir de
cinco amostras de esgotos dos diferentes hospitais evidenciando a presenga de TEM-
116, de di ferentes estirpes de K. pneumoniae colhidas em todos os cinco efluentes
hospitalares, produtoras de SHV-12 ou TEM-10/SHV-27 e TEM-52 de E. coli. A partir do
Rio Sousa, identificaram E. aerogenes produtor de TEM-24 e E. coli produtora de TEM-
52. A's estirpes produtoras, de C TX-M-14 e C TX-M-32, as quais sdo c omummente
recuperadas de am bientes da co munidade e h ospitalares no Sul da E uropa, também

foram i dentificadas em du as amostras de ag uas marinhas costeiras. N enhuma d as
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ESBLs, excepto TEM-116, detectada na Ria de Aveiro, tinha sido previamente
recuperada a partir de amostras ambientais. A K. pneumoniae foi a produtora da ESBL
mais encontrada (69%, 11/16). N&o foram encontradas relagbes clonais entre
Enterobacteriaceae produtoras de ESBL de origem animal e aquatica. Dois isolados de E.
coli pertencentes ao filogrupo D eram produtores de ESBL (um isolado produtor de CTX-
M-14 e um de TEM-52). Os outros dois isolados pertenciam ao filogrupo A ou B1. Em
31% das estirpes (5 / 16) foram transferidos por conjugagéo os genes blagsg). Embora
as E. coli produtoras de CTX-M-14 recuperadas das aguas costeiras nao tenham sido
relacionadas cl onalmente co m o utras es tirpes produtoras de C TX-M -14 de hospitais
portugueses ou de voluntérios saudaveis, um plasmideo de blacrx-m-14) foi detectado em
amostras a partir das trés origens. A maioria das estirpes estudadas continha intl1 e/ou
intl2 (n=14 / 16 isolados), embora regides variaveis correspondentes a integrbes de
classe 1 ou 2 s6 tenham sido detectados em cinco isolados. A transferéncia conjugativa
simultanea de integrées e dos genes das ESBL s6 foi de tectada em estirpes de K.
pneumoniae com blaem-10), blashv-27) € blayimz). A ocorréncia de estirpes em ambientes
aquaticos e/ou el ementos genéticos ass ociados com ESBLs e M BLs amplamente
disseminados nos h ospitais portuguesesé m otivod e preocupagdoe su gere
contaminagéo am biental p or e fluentes hospitalares, embora a origem co munitaria n o
possa ser descartada. Os resultados sublinham a importancia do ambiente aquatico para
a disseminagao de patogéneos multirresistentes (Machado et al., 2009).

Para determinar a presencga de beta-lactamases de espectro alargado produzidas
pelas Enterobacteriaceae em diferentes ambientes, r ecolheram-se diversas amostras
clinicas e amostras de fezes de animais de quintas, agua de esgoto e fezes de humanos
portadores e apods infecgao de origem alimentar. Fizeram-se subculturas em meios de
MacConKey suplementados com cefotaxima para a detecgéo das ESBLs. A identificagéao,
padrao de susceptibilidade e ( enterobacterial repetitive intergenic consensus e lements)
ERIC-PCR foram utilizados para a delineagao do clone em cada amostra. O consumo de
antibiéticos pela comunidade também foi registado. Foi observada uma prevaléncia de
1,9% de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs em infec¢gdes humanas. A vigilancia
transversal de humanos portadores fecais na comunidade revelou uma prevaléncia de
6,6% com uma distribuicdo sazonal. O elevado uso de antibiéticos no inverno coincide
com uma menor prevaléncia nos portadores. As Enterobacteriaceae produtoras de
ESBLs foram detectadas em 5 amostras de agua de esgoto humano, em 8 de 10

amostras em quintas de suinos, 2 em 10 em quintas de coelhos, em todas as 10 quintas
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de av es domeésticas eem 3d e7 38a mostras de co mida est udadas. A s
Enterobacteriaceae produtoras de E SBLs, p esquisadas nos portadores fecais, foram
detectadas em 19 de 61 amostras de surtos de origem alimentar, todos devidos a
enteropatogénicos, sendo a pr evaléncia de 4,4% a 66 ,6%. Esta di sseminagao de
Enterobacteriaceae produtoras de E SBLs sugere q ue a ¢ omunidade po de s er um
reservatorio e a ¢ omida pode serum contributo para a propagacdo destas estirpes.
Relatérios de infeccdo ou colonizagao com estirpes de Enterobacteriaceae produtoras de
ESBLs incidiram principalmente em pacientes hospitalizados ou centros de cuidados de
saude. Contudo, as Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs, também tém sido descritas
em animais e pacientes na comunidade, com e sem doencas cronicas. O pouco que se
sabe acerca dos mecanismos de disseminagcdo das ESBLs foi através de uma analise
epidemiolégica extensiva para determinar a presenga de estirpes de Enterobacteriaceae
produtoras de ESBLs em diferentes ambientes: infecgcdes humanas e portadores fecais,
portadores fecais humanos num contexto de su rtod e or igem al imentar, c omida
cozinhada e ndo cozinhada, quintas de animais para a produgéo de alimentos, e agua de
esgoto humano em Barcelona. As Enterobacteriaceae produtoras de E SBLs sao
raramente relatadas em humanos em ambientes que ndo estejam relacionados com o
quadro clinico. Este estudo permite avaliar a prevaléncia dessas estirpes em ambientes
relacionados com os humanos dentro de uma Unica area geografica. A prevaléncia de
ESBLs nas estirpes com relevancia clinica varia de ano para ano, de regido para regiao e
mesmo de ho spital para hos pital. Em relagdo aos portadores fecais humanos na
comunidade existe uma distribuicao sazonal de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs
sendo a prevaléncia maior entre Julho e Novembro e a menor entre Fevereiro e Maio. A
agua de esgoto humano é usa da como um rapido meétodo de triagem para detectar
estirpes resistentes que sao representativas das existentes na comunidade. Na realidade,
as 5 amostras analisadas continham Enterobacteriaceae produtoras de E SBLs,
constituindo um reservatério destas estirpes. Os animais, incluindo a produgdo animal
para a alimentagdo e os animais domeésticos, sao cada ve z mais reconhecidos como
reservatorios de es tirpes produtoras de E SBLs. A valiou-se apr esenca de
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs em amostras de material fecal, do chdo como
representativo duma quinta na comunidade e os resultados demonstraram qu e estas
estirpes estavam mais presentes nas quintas de criacdo de aves domésticas e suinos do
que nas quintas de criagédo de coelhos. Os dados disponiveis sugerem que os alimentos
podem contribuir para a disseminacao de Enterobacteriaceae resistentes na comunidade.
A incidéncia foi baixa neste estudo mas deve-se salientar que 79% dos alimentos deste
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estudo eram cozinhados. Este é o primeiro relatério de uma estirpe de K. pneumoniae
produtora de ESBL isolada de alimentos. Observou-se que um aumento do uso de
antibioticos entre O utubro e Dezembro coincide com a di minuicdo da prevalénciade
ESBL, que p ode se r devida a a dministracdo de amoxicilina/acido cl avulanico, um
antibiético que ¢ a ctivo sobre algumas estirpes produtoras de E SBL. Contudo existem
outras variaveis como por exemplo habitos alimentares no verdo, em que ha um maior
consumo de alimentos crus, que deve também ser tida em consideragcdo. A prevaléncia
de Enterobacteriaceae produtoras de E SBLsf oi n otavel em t odos os ambientes

estudados, sugerindo uma expanséao global destas enzimas (Mesa et al., 2006).
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Disseminacé&o de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL na comunidade

A rapida e extensa disseminacao de E. coli produtoras de ESBLs na comunidade é
um f endmeno i ntrigante na e pidemiologia co ntemporanea, em qu e os componentes
principais (reservatorios e meios de transmissao) ainda nao foram explicados. Enquanto
varias descobertas indirectas sugerem que a aquisigao de isolados com ESBLs pode ser
mediada pelos alimentos, sabe-se pouco da dindmica como estas enzimas se espalham
entre os humanos, um problema que interessa para efeitos de controlo. A prevaléncia de
portadores fecais de Enterobacteriaceae produtoras de E SBLs em p acientes da
comunidade (estudados na maioria dos casos em am ostras fecais de pacientes com
diarreia aguda) e em pessoas saudaveis, tem sido investigada em varios estudos. Nestes
estudos, a E. coli foi a es tirpe mais encontrada nos isolados (Rodriguez-Bafio et al.,
2008y,).

Na Arabia saudita, foram avaliados portadores fecais de organismos produtores de
ESBLs em 272 pacientes internados, 162 p acientes do am bulatério e 4 26 i ndividuos
saudaveis assintomaticos. Das 860 culturas de fezes, 152 (17,7%) tinham organismos
produtores de ESBLs. Dos isolados com ESBLs 71 (26,1%) eram de pacientes
internados, 25 (15,4%) de pacientes do ambulatério e 56 (13,1%) de individuos saudaveis
0 que sugere que a comunidade pode ser um reservatério de organismos produtores de
ESBLs (Kader et al., 2007).

Os organismos produtores de beta-lactamases de espectro alargado séao
emergentes como uma causa de infecgéo nos pacientes da comunidade em muitas areas
do m undo. A m aioria d estes envolve i nfecgbes dot racto ur inario ca usadas por
Escherichia coli tendo ESBLs do tipo CTX-M. Os factores de risco para estas infeccoes
incluem idade avancada e uso prévio de quinolonas e cefalosporinas. As alternativas
para o tratamento oral para estas infecgbes estdo limitadas. Estes organismos também
podem causar algumas infecgdes graves adquiridas na comunidade que causam risco de
vida, t ais como b acteremia p or i nfecgao inicial do t racto ur inario ou i nfeccao i ntra-
abdominal. Os pacientes com estas infec¢gdes tém a probabilidade de receber um
tratamento empirico inadequado. Sao necessarios mais estudos que abordem os factores
de risco e as opghes terapéuticas para estas infecgdes (Rodriguez-Bano and Navarro,
2008).

Os dados relativosa factoresd er isco, ca racteristicas clinicase opgdes

terapéuticas sdo escassos para as infecgdes por Escherichia coli produtoras de beta-
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lactamases de espectro alargado adquiridas na comunidade. Um estudo de controlo foi
feito para investigar os factores de risco para todos os tipos de infecgbes adquiridas na
comunidade, causadas por E. coli produtoras de ESBL, em 11 hospitais de Espanha, de
Fevereiro de 2002 a Maio de 2003. Os controlos eram escolhidos aleatoriamente entre os
pacientes do ambulatério em que as amostras clinicas nao tinham E. coli produtoras de
ESBL. As caracteristicas clinicas dessas infecgdes foram i nvestigadas nos casos dos
pacientes. Foi estudado um total de 122 casos. Foram seleccionados factores de risco
que incluiram: idade superior a 60 anos; sexo feminino; diabetes mellitus; infeccdes do
tracto urinario recorrentes; prévios procedimentos invasivos do tracto urinario;
seguimento clinico dos pacientes no ambulatorio; prévia utilizagdo de aminopenicilinas,
de cefalosporinas, e de f luoroquinolonas. Noventa e trés por cento dos casos eram
infeccbes do tracto urinario em que 6% dos pacientes tinham bacteremia e 10%
precisavam d e hospitalizagdo. A taxa de cura dos pacientes com cistite foi 93% com
terapéutica por fosfomicina (todos os isolados eram su sceptiveis); e ntre os pacientes
tratados com amoxicilina/acido clavulanico, a taxa de cura foi de 93% para os isolados
susceptiveis (MI&8ug/mL) e 56% para os isolados resistentes ou intermédio
(MIC=16ug/mL). Nos pacientes com E. coli produtoras de ESBLs que s&o a grande causa
de infecgbes adquiridas na comunidade, particularmente de infecgdes do tracto urinario
(UTls), a fosfomicina e a amoxicilina/acido clavulanico foram efectivos no tratamento de
cistites causadas por isolados susceptiveis. Os objectivos deste estudo multicéntrico
foram: fornecer uma viséo abrangente das caracteristicas epidemioldgicas, a relevancia
clinica das infecgdes adquiridas na comunidade causadas por E. coli produtoras de
ESBLs e analisar a eficacia terapéutica do tratamento de UTIs causadas por estes
organismos. O nze h ospitais publicos es panhdis, | ocalizados em 5 areasdi stintas
geograficamente, a mesma distancia uns dos outros (Barcelona, Madrid, Maiorca, Sevilha
e Valéncia) participaram neste estudo. Os laboratérios de microbiologia destes hospitais
recebem am ostras dos doentes hospitalizados, de se rvigos de ur géncia, d e cl inicas
especializadas no ambulatério e de centros de cuidados primarios. No total, foi atendida
uma populacgao superior a 4 milhdes de pessoas. Cada laboratdrio analisa mais de 90%
das amostras dos centros de salude das respectivas areas. Os factores de risco para as
infeccdes causadas por E. coli produtoras de ESBLs em pacientes do ambulatério foram
investigados num conjunto de pacientes estabelecido previamente para constituirem o
“caso-controlo” em que se suspeitava terem uma infeccdo adquirida na comunidade. As
amostras podiam se r obtidas em ce ntros de cu idados primarios em cl inicas do
ambulatério ou em servigos de urgéncia. Um caso indice foi definido como uma pessoa
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em que a amostra clinica tinha E. coli produtora de ESBL. Para cada caso indice foram
escolhidos 2 controlos aleatoriamente (por computador) daqueles pacientes do
ambulatério em que a amostra clinica foi analisada durante a semana seguinte e que nao
tinham E. coli produtora de E SBL. As seguintes variaveis foram obtidas de todos os
casos indice e dos controlos usando um questionario estruturado: dados demograficos,
doencas de b ase, histéria de U Tl recorrente, admissao prévia em qualquer centro de
cuidados de saude de longo termo (incluindo instituicbes de convalescenga) ou unidade
de ¢ uidados intensivos, co nsultas especializadas no ambulatério, presengad e
dispositivos médicos (cateteres, urinario ouva scular), dialise, recurso ace ntro
especializado em cuidados de saude, terapia intravenosa no ambulatério, procedimentos
invasivos, cirurgias, antimicrobianos usados nos ultimos 3 meses. F oram consideradas
infeccdes associadas aos cuidados de saude se preenchessem qu alquer um dos
seguintes critérios: hospitalizagdo nos cuidados intensivos mais de 48 horas durante o
ultimo ano; residéncia numa instituicdo de convalescenga ou num centro de cuidados de
longo prazo; tratamento de hemodialise, quimioterapia antineoplasica, terapia intravenosa
em casa ou num centro de cuidados especializados nos ultimos 3 meses e cirurgia de
ambulatério ou pr ocedimento e ndoscdpico r ealizados nos 3 m eses anteriores. O
significado clinico de E. coli produtora de ESBLs foi investigado no caso dos pacientes. O
tipo de infecgao foi classificada usando dados laboratoriais e clinicos. Os pacientes com
culturas positivas de urina e sinais clinicos de UTI foram considerados como tendo UTI; a
localizacdod aU TIf oid efinida p orcr itérios cl inicos. A e ficacia dot ratamento
antimicrobiano foi avaliada nos pacientes com cistites causadas por E. coli produtoras de
ESBL usando os critérios descritos anteriormente; os pacientes foram seguidos durante 4
semanas depois de terminada a terapia. Os isolados produtores de beta-lactamases de
espectro alargado foram estudados nos centros participantes de acordo com as
recomendacdes do CLSI. Todos os isolados foram enviados para um laboratério de
referéncia onde identificaram até a espécie e a producdo de ESBLs foi confirmada por
microdiluicao em caldo; a susceptibilidade aos antibiéticos foi avaliada por microdiluicao
de acordo com as “guidelines” do CLSI sendo a susceptibilidade da fosfomicina avaliada
por E-test. As infeccdes adquiridas na comunidade causadas por estirpes produtoras de
ESBLs tém sido reportadas mundialmente, incluindo os Estados Unidos, e continuam a
aumentar, embora se verifiquem diferencas regionais nas taxas. Este é o primeiro estudo
multicéntrico q ue in clui uma detalhada i nvestigagao cl inica e e pidemiolégica e p ode
fornecer uma visdo abrangente para os problemas colocados pelas E. coli produtoras de
ESBLs como p atogéneos co munitarios. E mbora o parentesco clonal d os i solados n o
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tenha sido investigado neste estudo, estudos anteriores mostraram que a maioria das E.
coli era produtora de ESBLs isoladas em pacientes da comunidade em Espanha e eram
clonalmente n ao relacionadas durante aquele p eriodo. Estes dados confirmam alguns
dos factores de risco encontrados em estudos prévios, tais como a idade avancgada,
diabetes mellitus, U Tls recorrentes, uso prévio de fluoroquinolonas o u c efalosporinas.
Aqui, reportaram pela primeira vez, o conhecimento de que anteriores tratamentos com
aminopenicilinas sdo também um factor de risco como referido por Cavaco et al., 2008,
num estudo in vivo no uso da amoxacilina em suinos. O incluir as aminopenicilinas nos
factores de risco esta relacionado com o f acto de qu e todas as E. coli produtoras de
ESBLs sao, por definigdo, resistentes a ampicilina; em Espanha, a frequéncia de U Tls
causadas por E. coli resistentes a ampicilina e amoxicilina/acido clavulanico sao
aproximadamente 60% e 9% respectivamente. Assim, a aminopenicilina usada em
pacientes previamente co lonizados pode s eleccionar ndo sé estirpes resistentes a
aminopenicilina mas também produtores de ESBLs. O perfil de susceptibilidade dos
isolados confirma que as alternativas orais para tais infecgbes estdo consideravelmente
limitadas; além d as cefalosporinas, p ara as quais estes isolados sao i nerentemente
resistentes, a resisténcia a ciprofloxacina e ao trimetoprim-sulfametoxazol ocorre em 64%
e 57% respectivamente. Apenas a fosfomicina mostrou actividade consistente in vitro.
Estes resultados e dos estudos anteriores sugerem que a fosfomicina pode ser a terapia
preferida. De acordo com os dados in vitro, a nitrofurantoina pode ser uma opgao porque
aproximadamente 70% dos isolados s&o susceptiveis, embora o farmaco nao seja bem
tolerado por alguns pacientes e ndo deva ser usado em doentes com insuficiéncia renal.
Outra opgéao pode ser a amoxicilina/acido clavulanico; neste estudo, apenas 29% dos
isolados foram resistentes in vitro. C ontudo, a eficacia clinica das combinagbes beta-
lactdmicol/inibidor de bet a-lactamase tem sido questionada. Os dados obtidos sugerem
que p ode ser Util p ara cistites causadas por isolados com valores de MIC< 8ug/mL.
Infelizmente, a resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico entre E. coli produtoras de
ESBLs é frequente em algumas areas. Este estudo confirma que, os pacientes
predispostos a infec¢gdes adquiridas na comunidade, a principal causa é a E. coli
produtora de ESBL. Caso este mecanismo de resisténcia se propague na E. coli, a ESBL
da comunidade pode tornar-se uma preocupacado para a saude publica nos proximos
anos (Rodriguez-Barfio et al., 2008,)).

O objectivo do estudo de Arpin e colaboradores é avaliar na comunidade a

prevaléncia de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs em Francga, durante 2006. Os
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isolados de todas as Enterobacteriaceae de amostras de urina de pacientes com uma
diminuicdo de s usceptibilidade p ara as cefalosporinasd el argo espectro, foram
analisadas paraa presenca de b eta-lactamases (testes de si nergismo,
isoelectrofocagem, t ransferéncia porc onjugagdao, amplificagdop orP CR,e /ou
experiéncias de cl onagem e s equenciagao). Adicionalmente, co -resisténcias foram
investigadas por P CR, se quenciagéo e/ ou cl onagem. A r elagéo epi demiolégica foi
estudada p or P FGE p ara todas es pécies e, a dicionalmente, p ara a Escherichia coli
determinou-se o grupo filogenético, o tipo d e sequéncia multilocus (ST) e o antigénio
025b. A s ca racteristicas dos portadores de E. coli produtorad e CTX-Mf oram
comparadas com outros portadores de ESBLs. Setenta e duas Enterobacteriaceae
produtoras de ESBLs foram obtidas de 71 pacientes. A maioria expressa uma enzima
CTX-M (n=42 compreendendo 40 E. coli), com uma predominancia de CTX-M-15 (n=24);
10 E. coli produtoras de CTX-M-15 pertencem ao mesmo clone (filogrupo B2, ST131,
serotipo O25b). As restantes 30 estirpes possuem um tipo ESBL TEM ou SHV. Os
factores de risco para a aquisicao de E SBL eram menos frequentes quando a ESBL foi
do tipo CTX-M, excepto quando houve terapia prévia antimicrobiana. Dezoito por cento
dos pacientes tinham uma verdadeira ESBL adquirida na comunidade, sendo a maioria
das E. coli produtora de CTX-M. Este primeiro estudo francés relata uma prevaléncia de
ESBL de 1,1% na comunidade francesa durante 2006, principalmente relacionado com a

presenca de estirpes de E. coli produtoras de CTX-M (Arpin et al., 2009).

O est udo de C ekanova e c olaboradores tem co mo obj ectivo de terminar a
prevaléncia de enterobactérias com ESBLs positivas no tracto gastrointestinal de pessoas
da c omunidade da R epublica C heca. A s zaragatoas r ectais foram analisadas e as
enterobactérias foram identificadas por sistema automatico. Os resultados foram
confirmados por PCR e sequenciados os amplicoes positivos de CTX-M. Um total de 579
zaragatoas rectais foram a nalisadas e a pr oducédo de E SBLs foi fenotipicamente e
genotipicamente confirmada em 7 isolados. A prevaléncia de ESBLs positiva foi de 1,2%.
Todos os casos foram de estirpes de E. coli produtoras de ESBLs do tipo CTX-M. A
enzima CTX-M-15 foi o tipo mais prevalente neste grupo de isolados. Os resultados estéao
de acordo com outros estudos e sugerem que o perfil epidemiolégico de enterobactérias
com ESBLs positiva, na Republica Checa, é idéntico a outros paises europeus
(Cekanova et al., 2009).

No es tudo deV inué e c olaboradores, noa no de2 007, emd uas ci dades

espanholas, foram detectadas 7 Escherichia coli produtoras de ESBLs em 105 isolados
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de amostras fecais de pessoas saudaveis. Os isolados com ESBLs tinham CTX-M-14
(n=2), CTX-M-1 (n=2), CTX-M-32 (n=1), CTX-M-8 (n=1) e TEM-52 (n=1). Neste estudo
foram identificadas as variantes blacrx-v-14a) € blactx-m-14). ESta foi a primeira vez que o
gene blacrxms € as ESBLs do grupo C TX-M-8 foram e ncontradas na E uropa e em

Espanha respectivamente. As E. coli fecais nas pessoas saudaveis constituem um
reservatério de genes blacrx-vy com diferentes elementos genéticos circundantes (Vinué
et al., 2009).

No estudo de Rodriguez-Bafo et al., 2009, foram comparadas as caracteristicas
epidemiolégicas das Escherichia coli produtoras de beta-lactamase de espectro alargado
(ESBLEC) pr odutoras de C TX-M e S HV ca usadoras de i nfeccdes adquiridas na
comunidade. F oir ealizado um e studo m ulticéntrico incluindot odas as infecgbes
adquiridas na comunidade por E SBLEC em quatro areas geograficas de Espanha. A
caracterizagéo das ESBL foi feita por focagem isoeléctrica, PCR e sequenciagéo. Todos
os pacientes foram investigados relativamente a dem ografia, c uidados médicos
anteriores, ¢ omorbilidade, us o de antibidticos, pr ocedimentos invasivos et ipod e
infeccdo. Foram estudados cento e vinte e dois casos e 95% eram infecgbes do tracto
urinario. A s E SBLs isoladas nos 1 12 ca sos foram ca racterizadas: 77 i solados er am
produtores de enzimas CTX-M, 36 i solados eram pr odutores d e € nzimas SHV e 7
isolados eram produtores de enzimas TEM (8 isolados eram produtores de mais do que
uma E SBL). Foram comparados os pacientes com isolados produtores s6 de enzimas
CTX-M (grupo CTX-M, n=70) com pacientes com isolados produtores s6 de enzimas SHV
(grupo SHV, n=31). Nao houve diferengcas quanto a doenga de base, a prévios cuidados
médicos, a procedimentos invasivos, ao uso de antibidticos ou ao tipo de infecgao mas as
comorbilidades estavam associadas a isolados com SHV enquanto a idade superior a 60
anos estava associada a isolados com CTX-M. As ESBLEC produtoras de SHV s&o uma
causa significativa de infecgbes adquiridas na comunidade, em Espanha; a epidemiologia
clinica destes isolados parece ser muito semelhante a das ESBLEC produtoras de CTX-
M (Rodriguez-Bano et al., 2009).

Em trés areas diferentes de Espanha estudaram a prevaléncia de portadores fecais
que aumentou significativamente nos ultimos anos, atingindo taxas entre 5,5% e 8,1%
durante 2002 e 2 004. A prevaléncia de portadores fecais foide 1,4% em York (Reino
Unido) em 2003, 2,4% no Libano € 7,0% na i ndia. U ma taxa elevada de 15,4%, foi
encontrada na Arabia Saudita. Ben-Ami et al., 2006, detectaram que 10,8% dos pacientes

estudados na admissao no hospital em Israel eram portadores fecais. Um aumento
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significativo na prevaléncia de portadores fecais (0,1% em 2001 para 1,7% em 2005)
também f oi obs ervado em criangas saudaveis na B olivia e Peru. A prevaléncia de
portadores fecais entre p acientes atendidos e m uni dades d e urgéncia n este e studo
(7,4%) foi se melhante @ dos outros estudos esp anhdis. O i nteressante, é qu e a
prevaléncia de portadores fecais € significativamente maior nos parentes dos pacientes
diagnosticados com UTI adquirida na comunidade causada por E. coli produtora de
ESBLs (23,8%) e ser parente desses pacientes ndo foi associado ao aumento do risco
para ser um portador. O risco era maior nos membros do agregado familiar do que nos
outros parentes indicando a aquisigao de uma fonte comum ou transmissao pessoa-a-
pessoa dentro das familias. Foi feito um estudo para determinar os portadores fecais de
E. coli produtora de ESBLs em 53 pacientes da comunidade com UTI devida ao mesmo
organismo, 73 membros de agregados familiares, 32 pacientes sem agregado familiar e
54 pacientes independentes. A relagao clonal dos isolados foi investigada usando PCR e
PFGE, e as ESBLs foram caracterizadas por P CR e se quenciagdo. A prevaléncia de
portadores fecais foi de 67,8% nos pacientes com UTI, 27,4% nos membros do agregado
familiar, 15,6% nos pacientes sem agregado familiar e 7,4% nos pacientes sem relagéo.
Entre os parentes, os que comeram a refeigdo principal fora de casa durante um periodo
superior a 15 dias no més anterior tinham menos probabilidade de serem portadores
fecais. Os isolados fecais dos pacientes com UTI eram produtores de CTX-M em 66,6% e
produtores de SHV em 33,3% dos casos, enquanto as percentagens dos outros grupos
de po pulacao est udada f oram 40, 0% a 55 ,5% e 50 ,0% a 75,0%, r espectivamente.
Dezanove familias tinham mais que um membro portador, 8 familias tinham 2 membros
com isolados relacionados clonalmente, 8 f amilias tinham 2 membros portadores de
diferentes clones produtores das mesmas enzimas e em 3 familias todos os membros
tinham uma enzima diferente. Este estudo tem varias limitacbes. Primeiro, ndo tem um
estudo de relacdo molecular dos plasmideos das ESBLs que podia ajudar na
compreensao da dindmica da disseminagao das ESBLs. Segundo, o extenso contacto de
pessoa-a-pessoa entre parentes nao foi investigado aprofundadamente e logo nao foi
possivel avaliar se diferentes tipos de contacto estdo associados com diferentes riscos de
transmissao; também na o foram r ecolhidos certos dados acerca do agregado familiar
como partilhar casas de banho e habitos de higiene, o que pode ser determinante para a
condicao de portador fecal. Terceiro, 0 estudo pode nao ter poder estatistico suficiente
para detectar alguns factores de risco devido ao numero baixo de pessoas colonizadas
em alguns subgrupos e nem todos os parentes foram estudados. Os dados sugerem que
as UTI ad quiridas na comunidade por E. coli produtora de E SBLs sao uma infeccao
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endogena em cerca de metade dos pacientes; a prevaléncia de portadores fecais com E.
coli produtora de ESBLs é mais frequente nos parentes dos pacientes com UTI que nas
pessoas se m parentesco; a transmisséo p essoa-a-pessoa e a aquisicdo p ela mesma
fonte, estdo provavelmente relacionadas com os alimentos ou habitos alimentares, que
pode contribuir para a disseminagéo das ESBLs no agregado familiar (Rodriguez-Bafo et
al., 2008y,).

De Abril de 2004 a Junho de 2005, recorreram ao Hospital Universitario Ramon e
Cajalem M adrid 29 9 paci entes com um a i nfecgdo ou ¢ olonizagdo d evidas a um
organismo pr odutor de ESBLs. C inquenta e se is porce nto eramp acientes da
comunidade, dos quais 95% tinham uma UTI. Foram estudadas 40 amostras clinicas de
40 pacientes (casos indice-ICs) com infecgdes adquiridas na comunidade (37 infecgdes
do tracto urinario, 2 ca sos de b acteremia e u ma i nfecgao d e t ecido m ole) de vido a
estirpes de E. coli (n=39) ou Klebsiella pneumoniae (n=1) pr odutoras de E SBLs e
também foram estudadas amostras de fezes (uma amostra de fezes por IC). Trinta e
quatrod os 40 p acienteser amd os exo feminino, dos2 a os 96 a nosd e i dade.
Adicionalmente, 54 amostras fecais de 54 contactos domiciliarios de 29 pacientes foram
também estudadas; o numero dos contactos domiciliarios por cada paciente variou de um
a sete. Setenta e dois por cento (21 de 29) dos pacientes tinham uma estirpe clinica de E.
coli com o mesmo tipo de PFGE como as das suas amostras fecais. Além disso, analises
de PFGE revelaram padrées indistintos entre os isolados de E. coli produtores de ESBLs
dos pacientes (amostra cl inica o u am ostra fecal) e se us correspondentes contactos
domicilidrios para 66% (6 em 9) dos isolados. A caracterizagédo das ESBLs revelou um
predominiode C TX-M-14 ( 57%)e S HV-12 ( 18,6%), 0 a parecimentod e E SBLs
pertencentes ao grupo CTX-M-1 (7,1%) e uma pequena representacao das enzimas TEM
(5,7%). E sta di stribuicdo esta de ac ordo c om a situagéo e pidemioldgica d as estirpes
produtoras de E SBLs na c omunidade, n o m omento d este estudo. E de notarque 2
pacientes e 2 contactos domicilidrios estavam co lonizados com 2 est irpes diferentes
produtoras de E SBLs. Este est udo d emonstraum a al ta t axa ( 70%) de c olonizagéo
intestinal de pacientes com infec¢gbes adquiridas na comunidade devido a organismos
produtores de ESBLs. A presenca destes patogéneos nos intestinos é considerada um
factor de risco para infecgdes com estas bactérias. Além disso, isto pode explicar a alta
taxa dei solamento d estes organismos emce rtos locais anatémicos (infecgdes
abdominais e do tracto urinario) em comparacdo com as taxas observadas noutros locais

onde ndo ha uma indicacdo clara da presenca da microbiota endégena. E de notar que
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este resultado de 70% € semelhante ao observado nos pacientes hospitalizados sob alta
pressdo selectiva antimicrobiana. Cerca de 50% dos pacientes recebeu tratamento
antimicrobiano (18 pacientes) ou assisténcia médica fora do hospital (22 pacientes) pelo
menos 2 meses antes de terem infecgdes por organismos produtores de ESBLs; essas
condicbes tém sido definidas como factores de risco para a colonizagdo com estes
patogéneos. Uma importante descoberta foi a alta taxa de colonizagao intestinal (16,7%)
nos membros do agregado familiard os pacientes com i nfecgdes adquiridas na
comunidade com organismos produtores de ESBLs. Este valor € maior que o encontrado
anteriormente na mesma area geografica e noutros paises para individuos saudaveis e é
ainda maior (42,1%) nos subgrupos dos contactos domiciliares dos pacientes portadores
fecais. E stes resultados revelam ai mportancia dac olonizacdo fecalco mo um
reservatorio para atransmissao de b actérias resistentes e o s eu potente p apel como
disseminador de genes de resisténcia aos antibidticos. Este assunto tem sido estudado
em am bientes nosocomiais, h 0s quais € sa bido q ue para c ada paci ente co m uma
infeccao clinicamente grave devido a um organismo produtor de ESBL, pelo menos outro
paciente com colonizacgao intestinal por um produtor de ESBL esta na mesma unidade.
Em resumo, foram obs ervadas taxas altas de colonizagao intestinal co m or ganismos
produtores de E SBLs em pacientes da comunidade infectados com estas estirpes. Os
contactos do agregado familiar destes pacientes tém taxas altas de colonizagao intestinal
com organismos produtores de ESBLs, como referiu Rodriguez-Bafio et al., 2008, e que
€ maior que a dos pacientes da comunidade e da populacdo em geral. Esses resultados
destacam o facto dos pacientes da comunidade e os contactos do seu agregado familiar
representarem um reservatorio para estes organismos e genes correspondentes blaesgy).
Este factoa umenta oriscod e disseminagdo de stes or ganismos para as pessoas
saudaveis e facilita a aquisicdo de mecanismos de resisténcia por bactérias susceptiveis
(Valverde et al., 2008).

Nao existem dados abrangentes disponiveis sobre a prevaléncia dos factores de
risco e dos genotipos produtores de ESBLs dos residentes na comunidade da China.
Amostras rectais de 270 pessoas de idade foram colhidas em 4 comunidades. A
prevaléncia de portadores rectais de E. coli produtores de ESBL foi de 7% . Dezanove
isolados produziram ESBLs do tipo CTX-M incluindo CTX-M-14 (11 estirpes), CTX-M-22
(3 estirpes), CTX-M-79 (3 estirpes), CTX-M-24 (1 estirpe) e C TX-M-24 + CTX-M-79 (1
estirpe). A E SBL C TX-M-79 foi p ela primeira vez detectada n o m undo. A s estirpes

produtoras de ESBL eram clonalmente independentes. O aparecimento de produtores de
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ESBL esta fortemente as sociado com o uso de antibidticos nos ultimos 3 meses na
comunidade chinesa (Tian et al., 2008).

Na Turquia investigaram os factores de risco para infecgdes do tracto urinario
adquiridas na comunidade devido a Escherichia coli ou Klebsiella pneumoniae produtoras
de beta-lactamases de espectro alargado em 62 pacientes que foram seguidos de Agosto
de 2003 a Setembro de 2006. Foi usado um grupo de controlo de 60 pacientes reunindo
as mesmas caracteristicas mas cujas estirpes nao eram produtoras de E SBLs. Foram
investigados como factores de risco: a i dade, 0 sexo, o c ancro da bexiga, a hipertrofia
benigna d a pr 6stata, o ca ncro d a pr 6stata, a urolitiase, o ¢ ateter ur etral, a ci rurgia
urologica anterior, a diabetes mellitus, o uso de antibiéticos e a hospitalizagado durante os
ultimos 3 meses. O conhecimento dos factores de risco para infecgdes do tracto urinario
adquiridas na co munidade c ausadas p or E. coli ou K. pneumoniae é de g rande

importancia na antibioterapia empirica (Yilmaz et al., 2008).

O objectivo do estudo a se guir referido foi d eterminar os factores de risco para
infecgdes d o tracto urinario a dquiridas na co munidade c ausadas por Escherichia coli
produtoras de ESBLs e a distribuicdo do tipo de ESBL. Foram preenchidos inquéritos
para fazer o di agnostico dos pacientes com U Tl adquirida na c omunidade em 4 | ocais
geograficos diferentes da T urquia. O s isolados f oram envi ados para um | aboratério
central, a susceptibilidade aos antibidticos foi determinada de acordo com os critérios do
CLSI. Foram usados PCR e sequenciagdo de DNA para caracterizar os genes blaew),
blaicrx-vmy € blashy. Um total de 510 pacientes com UTI causadas por bactérias de gram
negativo foi i ncluido n este est udo. F oram de tectadas ESBLs em 17 de 269 (6,3%)
isolados de E. coli de UTIs ndo complicadas e 34 de 195 (17,4%) de isolados de E. coli
de UTls complicadas. Mais de 3 infecgbes do tracto urinario no ano anterior, o uso de
antibioticos beta-lactamicos nos ultimos 3 meses e doenga prostatica foram associados
com a presenga de ESBL. As percentagens de isolados com resisténcia simultanea ao
trimetoprim-sulfametoxazol, a ciprofloxacina e a gentamicina foram encontradas em 4,6%
num grupo de ESBL negativo e 39,2% no grupo de ESBL positivo. Quarenta e seis de
cinquenta e um isolados com ESBL positivo (90,2%) tinham CTX-M-15. As alternativas
terapéuticas para as UTI, particularmente na comunidade, estéo limitadas (Azap et al.,
2010).

As infecgdes causadas por Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs séo cada vez

mais frequentes e estdo associadas com altas taxas de mortalidade. A circulacdo de

44



ESBLs dotipo C TX-M na co munidade € um a par ticular pr eocupacao p orque pode
confundir as medidas “standard” do controlo da infecgdo. Foram analisados os resultados
de estudos epidemioldgicos de infecgdes causadas por Enterobacteriaceae produtoras de
ESBLs em pacientes ndo hospitalizados de 6 ¢ entros na E uropa, A sia e A méricado
Norte. Um total de 983 isolados de pacientes especificos foi revisto: 890 (90,5%) eram E.
coli, 68 (6,9%) eram Klebsiella spp e 25 (2,5%) eram Proteus mirabilis; 339 (34,5%) dos
isolados produziram ESBLs. O tipo mais frequente de ESBL foi CTX-M (65%). As taxas
de co-resisténcia para a ciprofloxacina entre os isolados produtores de ESBL foi alta,
superior a 70%, mas foi observada uma variagao significativa nas taxas, entre os centros,
para ar esisténcia a g entamicina, a amoxacilina/acido cl avulanico e ao t rimetoprim-
sulfametoxazol. O s factoresd er isco eram semelhantes para as i nfecgbes com
organismos produtores d e ESBL n os diferentes ce ntros p articipantes. Os factores d e
risco mais importantes foram o recente uso de antibiéticos, a permanéncia em instituicbes
de cuidados de saude de tempo prolongado, a recente hospitalizagdo, a idade igual ou
superior a 65 anos e o sexo masculino. Contudo, 34% dos isolados produtores de ESBL
(115 de 336 isolados) foram obtidos de pacientes que nao tiveram nenhum tratamento
recente. Novas abordagens sdo necessarias para responder a questdes como o
tratamento empirico de infec¢bes graves adquiridas na comunidade e para o controlo da
infecgdo (Ben-Ami et al., 2009).
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Unidades prestadoras de cuidados de saude e hospitais, a maior origem de ESBLs

Para avaliar a prevaléncia e os factores de risco de portadores fecais de
Escherichia coli produtoras de ESBLs resistentes a fluoroquinolonas (E. coli-MDR) entre
os residentes de Lares para Idosos no norte da Irlanda, fez-se um estudo entre Janeiro
de 2004 eM aiode 2 006, emqu e se | evantaram d ados sobre os internamentos
hospitalares, os tratamentos com a ntimicrobianos e as comorbilidades. F izeram-se
culturas das amostras fecais para E. coli-MDR e os isolados e os genes das ESBLs foram
tipados por um laboratério de referéncia. Dos 294 pacientes incluidos no estudo, 119 das
amostras fecais (40,5%) eram E. coli-MDR. A variagéo de portadores nos diferentes lares
foide 0% a 7 5%. A estirpe epidémica A, pertencente ao ST131 e ao s erétipo 025:H4
com a enzima CTX-M-15, foi encontrada em 58 (49%) isolados; houve uma variagao de
0% a 100% entre os lares. Cinquenta e um por cento dos portadores nao tinham histéria
de internamento hospitalar recente e apenas 13,5% tinham infecgdo ou colonizagéo por
Escherichia coli produtoras de ESBLs. Os dias de uso de fluoroquinolonas e os dados
sobre infecgdes urinarias foram as variaveis associadas com o risco de portadores de E.
coli-MDR. O alto nivel de por tadores fecais com E. coli-MDR nos residentes de Lares
para Idosos demonstra a sua importancia como uma populagao reservatorio. Medidas de
saude publica deverao atender as necessidades para combater a disseminagcédo desses
organismos neste grupo (Rooney et al., 2009).

Para determinar a eficacia da higiene das maos em locais de prestagcdo de
cuidados de saude, com a finalidade de reduzir as infecgdes nosocomiais (NIs), os
autores fizeram um estudo prospectivo medindo as taxas de NIs numa enfermaria de
urologia em Ho Chi Minh City, Vietname, antes e depois da implementagédo do programa
de higiene das m&os com um descontaminante de base alcoodlica. As taxas a adesédo da
higiene das méos da equipa médica e de cu idadores foram registadas em folhas de
observacao normalizada. A incidéncia das Nls diminuiu 84%, de 13,1% para 2,1%, apos
a implementagcédo do programa de higiene das maos. A produgdo de beta-lactamase de
espectro alargado foi detectada em 38,2% a 5 0% das Enterobacteriaceae isoladas de
amostras clinicas. A pos a i mplementagcdo do programa d e hi giene d as maos foram
reduzidos o tempo de internamento do paciente e o uso dos antibiéticos. O programa de
higiene das maos foi eficaz na redugéo da incidéncia de Nls, diminuindo o tempo de
internamento hospitalar e reduzindo o custo dos tratamentos. Estes programas com

resultados quantificaveis podem se ri mplementados aum cu stom inimo no
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desenvolvimento dos cuidados de saude e devem ser promovidos em todos os ambientes
de saude (Nguyen et al., 2008).

Nos anos 90, p ublicagdes de E SBLs relatavam variantes blasny) ou blagew, a's
quais eram esp ecialmente de tectadas em i solados de Klebsiella pneumoniae nas
unidades de cuidados intensivos. A situacdo tem-se alterado nos ultimos anos com o
aparecimento dum mecanismo de resisténcia das beta-lactamases CTX-M,
principalmente entre isolados de E. coli (Cantén et al., 2008; Rossolini et al., 2008). Mais
de 65 beta-lactamases diferentes pertencentes a 6 grupos diferentes foram notificadas
até a d ata (Rossolini et al., 2008). Os diferentes ambientes genéticos podem estar
envolvidos na mobilizagdo dos genes blacrxm). O objectivo deste trabalho foi realizar a
caracterizacao d as beta-lactamases de todos os isolados de E. coli resistentes a
cefalosporinas de espectro alargado durante um ano ( Abril de 2 003 a M argo de 20 04)
num hospital espanhol, para determinar o ambiente genético dos genes blacrx.w) € a sua
possivel inclusdo nos integroes. Os resultados deste estudo foram comparados com os
dados obtidos anteriormente para os isolados de E. coli no mesmo hospital em 2002
(Brifas et al., 2005), com a finalidade de acompanhar a evolugédo das ESBLs e outros
mecanismos de resisténcia a cefalosporinas de espectro alargado. A origem e 0 nimero
dos isolados foram os seguintes: urina (37), ferida cirurgica e exsudato (10), sangue (4),
aspirado t raqueobrénquico ( 5), p us (3), bilis (1) e | iquido ce falorraquidiano ( 1). O s
resultados mostraram um importante aumento na prevaléncia de ESBLs nos isolados de
E. coli relativamente ao estudo anterior, sendo as ESBLs mais prevalentes as da classe
CTX-M, especialmente as do grupo CTX-M-9 e, em pequena quantidade, também foram
detectadas CTX-M-15e C TX-M-32. A dicionalmente, as ESBLs do tipo SHV tém
aumentado de importancia representando 25% do total das ESBLs, estando a ocorrer
uma diversidade das variantes SHV, como a identificagdo de uma nova variante SHV-
102. M ais estudos devem ser realizados no futuro para acompanhar a evolugao das
ESBLs nos isolados de diferentes ambientes, paises e continentes (Vinué et al., 2008).

Foram estudadas as variaveis clinicas associadas com o isolamento de Klebsiella
pneumoniae expressando diferentes beta-lactamases de espectro alargado. Os relatérios
clinicos de pacientes com isolados de K. pneumoniae com ESBL positiva, entre os anos
de 1989 e de 2003 (n=80), foram revistos retrospectivamente. Pacientes com ESBLs do
tipo S HV e T EM f oram i dentificadas mais frequentemente na u nidade de cu idados
intensivos (ICU) (67% e 78%, respectivamente), enquanto CTX-M foram encontradas em

enfermarias (52,2%) ou em pacientes na comunidade (17,4%). A auséncia de cateteres
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urinarios ou centrais esta associada com CTX-M-10. As infeccbes relacionadas com
cateter central e bacteremia secundaria foram associadas mais frequentemente com
ESBLs dos tipos SHV e T EM, enquanto infecgdes do tracto urinario foram associadas
com C TX-M-10. O uso prévio de aminoglicosideos foi asso ciado par ticularmente com
ESBLs do tipo SHV, enquanto o de am oxacilina/acido clavulanico e de cefalosporinas
orais foi associado com CTX-M-10. A frequéncia do t ratamento empirico ade quado foi
baixa (22%) e 61% dos pacientes foram tratados de acordo com os resultados dos testes
de s usceptibilidade aos antibiéticos. N este estudo constatou-se que as caracteristicas
epidemiolégicas dos pacientes diferiam de acordo com o tipo de ESBL, ou seja, ESBLs
do tipo TEM foram e ncontradas principalmente em pacientes jovens na |CU, enquanto
ESBLs do tipo CTX-M-10 foram isoladas de pacientes adultos do ambulatério ou que
haviam sido internados em enfermarias. Os resultados clinicos e a taxa de mortalidade
foram semelhantes aos relatados anteriormente e nao foram observadas diferencas entre
os tipos de ESBLs. A evolugao continua dos diferentes tipos de E SBL pode afectar a
epidemiologia f utura e as variaveis clinicas associadas as ESBLs da K. pneumoniae
(Garcia San Miguel et al., 2007).

Khanfar e co laboradores fizeram o pr imeiro estudo da R egido d o G olfo A rabico
descrevendo a de teccado de ESBLs em Enterobacteriaceae isoladas em todo o tipo de
amostras, de diferentes pacientes com i nfeccbes n osocomiais e adquiridasn a
comunidade. Dentro da Regido do Golfo Arabico, existe uma alta prevaléncia de ESBLs
(31,7%) no Kuwait e (41%) nos Emirados Arabes Unidos que foram isoladas em
pacientes hospitalizados. Na Arabia Saudita, as taxas de ESBLs variam de 8,5% a
38,5%. A ssim, em co mparagdo co m o s dados r egionais, os isolados produtores de
ESBLs (6%) encontrados neste est udo est 4 no extremo inferior do espectro. Esta
conclusao € semelhante aos dados obtidos dos inquéritos em alguns paises da Europa e
da Asia. Para avaliar a prevaléncia de estirpes de Escherichia coli e Klebsiella spp
produtoras de E SBLs em i nfecgdes adquiridas na co munidade e nos ocomiais foi
realizado um es tudo num | aboratério d e m icrobiologia ce ntralizado n uma provincia
oriental da Arabia Saudita. Os relatorios laboratoriais foram avaliados de Janeiro de 2004
a Dezembro de 2005 e foi determinada a resisténcia associada ao perfil de antibiéticos.
Um total de 6750 organismos de gram negativo foi avaliado para o fenotipo-ESBL e as
ESBLs foram detectadas em 6% dos isolados, em que a maioria foi E. coli (83%).
Verificou-se que idade superior a 60 anos era um factor de risco para ter um patogéneo

produtor de ESBL. Os produtores de ESBLs foram significativamente mais elevados nos
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isolados dos pacientes hospitalizados (15,4%) do q ue nos pacientes da c omunidade
(4,5%). A urina foi a principal fonte de isolados de ESBLs nos pacientes hospitalizados
(46,1%) e n os pacientes da co munidade ( 74,4%). O n umero de i solados na urina
produtores de E SBLs foi mais alto nos pacientes hospitalizados (10,4%) do q ue nos
pacientes da comunidade (4,4%). Entre os pacientes hospitalizados, 60 % de i nfecgbes
associadas a ESBLs eram nosocomiais, sendo todos os isolados sensiveis ao imipenemo
mas apresentando al tos niveis der esisténciaag entamicina, a am icacina, a
amoxacilina/acido clavulanico e a ciprofloxacina. Este é o primeiro relatério com dados da
distincdo entre infecgcbes nosocomial e adquirida na comunidade por ESBLs, baseados
em critérios definidos internacionalmente, na Arabia Saudita. O s autores defendem o
aumento da vi gilancia bem como os estudos globais multicéntricos/multinacionais para
resolver es te problema em ergente de i nfecgbes asso ciadas a E SBLs (Khanfar et al.,
2009).

O objectivo do estudo de Mumtaz e colaboradores foi determinar a prevaléncia dos
bacilos de gr am n egativo pr odutores de E SBLs nos isolados clinicos. E ste est udo
decorreu num hospital do Paquistdo durante um periodo de dois anos (de Margo de 2004
a Abril de 2006). Os isolados de 609 bacilos ent éricos de gram ne gativo de varias
amostras foram testadas quanto a producao de ESBLs pelo teste de sinergismo de duplo
disco. Foram analisados 176 isolados produtores de ESBLs em amostras de pacientes
hospitalizados e pacientes do ambulatério. Em 165 isolados produtores de ESBLs foram
analisados o g énero dos pacientes e ai dade dos trés meses aos oitenta anos. Os
isolados produtores de ESBLs foram mais isolados nos pacientes hospitalizados (88,1%)
do que nos pacientes da comunidade (11,9%). A Escherichia coli foi o0 organismo mais
frequente nos pacientes hospitalizados enquanto a Klebsiella pneumoniae foi a m ais
prevalente nos pacientes da comunidade. As ESBLs foram mais frequentes nos
pacientes do sexo feminino (64,3%), das quais 45,1% eram infecgbes do tracto urinario,
do que nos pacientes do sexo masculino (35,7%) nos quais foram mais frequentes nas
amostras de pus (54,2%). Os bacilos entéricos de gram negativo (EGNR) produtores de
ESBLs sdo mais isolados em pacientes com idade mais avancada por volta dos 61-70
anos (27,9%) seguida dos 41-50 anos (20%). Outro pico (13,3%) foi também observado
no grupo etario mais jovem entre 11-20 anos. A menor prevaléncia de 5,5% foi observada
em dois grupos etarios (0-10 e 31-40 anos). No caso dos pacientes femininos, EGNR

produtoras de ESBLs foram mais frequentemente isoladas (29,2%) num grupo etario de
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meia-idade (41-50 an os) se guido por grupos com m ais idade (51-60 e 6 1-70 an 0s),
(15,1% e 25,5%) (Mumtaz et al., 2007).
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Rastreio na admisséo Hospitalar

Para determinar as taxas dos factores de risco dos portadores e a aq uisicao de
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs durante a hos pitalizacao, f ez-se u m est udo
num hospital de ensino em Jerusalém, com 550 camas, durante um periodo de 5 meses,
de 1 de Fevereiro a 30 de Junho de 2004. Dos 1985 pacientes admitidos para medicina
geral, naquele periodo, 167 (8%) foram incluidos neste estudo, dos quais foram obtidas
amostras por zaragatoa rectal na admissao e de 2 em 2 dias ou de 3 em 3 dias até a alta
hospitalar ou morte. Os isolados de Enterobacteriaceae foram testados para ESBLs
positivas, tendo-se identificado 13 (8%) portadores de Enterobacteriaceae produtoras de
ESBLs na admissao. Os factores de risco para os portadores incluiram o sexo feminino,
ser residente em lares e tratamento recente com antibidticos. Durante a hospitalizacao,
35 (21%) dos 167 pacientes ficaram portadores de Enterobacteriaceae produtoras de
ESBLs. Dos 12 pacientes que ainda estavam no hospital 2 semanas apds a admissao, 4
(33%) t ambém ficaram p ortadores de Enterobacteriaceae produtoras de E SBLs. O s
factores de risco para a a quisicdo de estirpes produtoras de ESBLs incluiram a i dade
superior a 65 anos, ser residente em lares, as alteragdes cognitivas, o tratamento recente
com antibidticos, a respiragao assistida e a hospitalizagao prolongada (Friedmann et al.,
2009).

As Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamases de espectro al argado ( E-
ESBL) estdo a aumentar em todo o mundo, mas existem poucos dados acerca da

transmissao paciente-a-paciente e da prevaléncia entre grupos de risco, na Suica.
Um estudo prospectivo dum coorte foi realizado com os seguintes objectivos:
1-avaliar a prevaléncia de E-ESBL, na admissao, entre grupos de risco;
2-avaliar as transmissdes nhosocomiais cruzadas nos cuidados intensivos
(ACF) versus unidades de cuidados continuados (LTCF);
3-avaliar a prevaléncia de mutag¢des nos genes das beta-lactamases detectadas.

Foram predefinidos grupos de risco rastreados na admissdo ou apds estarem em

contacto com pacientes diagnosticados com E-ESBL.
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Distinguiram-se trés categorias de pacientes:

Categoria | - pacientes ja identificados como portadores de E-ESBL
Categoria Il - pacientes vindos de paises com alta prevaléncia de E-ESBL e,
portanto, provaveis portadores de E-ESBL

Categoria lll - companheiros de quarto dos pacientes indice

Foi identificado um total de 93 pacientes com E-ESBL: 62% (31/50) dos pacientes
da categoria |; 18%(22/124) dos pacientes da categoria Il; 8 de 177 (4,5%) dos pacientes
da categoria Ill 5 tinham estirpes idénticas de E-ESBL ou partilhavam o mesmo gene de
beta-lactamase d o se u caso indice. A de nsidade de i ncidéncia da transmissao foi de
0,9/1000 dias de exposigao na ACF que é superior a da LTCF (0,4/1000). A CTX-M-15 foi
a beta-lactamase predominante (60%) entre os pacientes indice. O estudo mostra que E-
ESBL sao mais encontradas em grupos predefinidos de alto risco para ser portador de E-
ESBL. A maioria dos pacientes (62%) conhecidos como portadores de E-ESBL foi ainda
positiva na readmissao. O tempo médio de intervalo da confirmagao de E-ESBL foi quase
de 5 meses, embora houvesse consideravel variagdo do tempo e ntre o primeiro e o
ultimo isolamento de E-ESBL. Assim, justifica-se colocar os portadores de E-ESBL em
isolamento na admissdo. A maioria das estirpes de E -ESBL tem 0 ge ne da beta-
lactamase CTX-M-15 que se tornou o tipo mais comum na parte ocidental da Suiga. Em
estudos na A lemanha dos Ultimos trés anos, os autores obtiveram resultados
semelhantes aos deste estudo para a taxa de incidéncia de E-ESBL. Enquanto a alta taxa
de pacientes colonizados permanece positiva na readmissao, confirmando as conclusbes
de Kola et al., 2007, (70%), taxas mais baixas de colonizacdo foram encontradas nos
EUA. Os factores de risco para os portadores de E-ESBL foram amplamente descritos na
literatura. Os critérios predefinidos de rastreio, baseados em resultados anteriores,
estabelecidos para aa dmissdo d os pacientes co nfirmaram qu e c ertos grupos de
pacientes tém maior risco de serem portadores de E-ESBL. Esta observagio ¢
consistente com outros resultados descritos de taxas elevadas de E-ESBL em pacientes
repatriados de paises com elevada prevaléncia de E-ESBL. Foram documentadas 5
transmissdes cruzadas entre 31 casos indice e os seus 177 companheiros de quarto.
Enquanto o numero parece alto (5/31; 16%), a densidade de incidéncia de transmissao é
baixa ( 0,9/1000 di as de exposicdo) se otempo de exposicdo for tido em conta. A

probabilidade d e t ransmissao n osocomial cr uzada é m uito d ebatida na | iteratura. F oi
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confirmada por PFGE que transmissbes de E-ESBL na ICU séo raras, especialmente por
E. coli produtora de ESBL. Por isto, alguns autores especulam que o aumento de E. coli
produtora de ESBL n&o esta relacionado com a transmissao cruzada, uma vez que a
transmissao horizontal de E. coli produtora de ESBL é rara fora de uma situagéo de surto.
Contudo, a transmissao paciente-a-paciente foi considerada importante para a aquisicao
de K. pneumoniae. A transmisséo de genes de beta-lactamases de espectro alargado por
elementos genéticos moéveis de resisténcia pode ocorrer mesmo se os padrdes PFGE
aparecem policlonais. D este modo, analises por PFGE podem subestimar a verdadeira
taxa de transmissdo de ESBL que pode ser muito mais importante para a E. coli do que
para outras Enterobacteriaceae. A densidade de incidéncia de transmissao cruzada neste
estudo foi mais alta na ACF do que na LTCF embora o tempo de exposigao seja maior na
LTCF. Isto & um tanto inesperado e nao é facilmente explicavel. Uma possivel explicagao
pode ser a frequente partilha das casas de banho, uma vez que a maioria das casas de
banho sao partilhadas por muitos pacientes da instituicdo. P ortanto, na ACF ha maior
risco de t ransmissao directa paciente-a-paciente do q ue na LTCF, onde os pacientes
estdo mais acamados e tém casa de banho privada. Mas os pacientes na ACF estao
expostos a mais intervengdes, o que exige varias lavagens e desinfec¢des das maos dos
cuidadores, correndo mais riscos de transmissdo das ESBLs. Novos estudos terdo de
confirmar esta hipétese e o ideal seria incluir amostras ambientais. O controlo nosocomial
de E-ESBL é ainda um assunto de debate. Certos autores defendem o rastreio na
admisséo, o isolamento dos pacientes positivos e a introducdo de boa administragdo de
antibioticos. Porém, outros tém levantado preocupacgdes sobre a eficacia dessas medidas
aluz deum reservatério d e i mportdncia co munitaria. D e m omento, néo h a4 d ados
suficientes para justificar o completo abandono das medidas do controlo de infecgdo no
hospital, dado que as E-ESBL podem causar infecgdes graves e efeitos adversos. Nao foi
feita a triagem universal das E-ESBL na admissao mas puseram em isolamento todos os
casos novos e foi implementado isolamento preventivo entre os pacientes da categoria .
Ao fazé-lo foram estabelecidas precaugdes de contacto em quase 100% dos casos. Para
reduzir a necessidade de precaugdes de contacto entre pacientes nas LTCFs, podem ser
realizadas culturas de vigilancia ao longo do tempo. U ma questdo em debate é se o
rastreio deve s err ealizado oun do quando os paci entes estdo a sertratados com
antibioticos, um a ve z que va rios agentes podem se leccionar E -ESBL ( penicilinas,
cefalosporinas) aumentando assim a sensibilidade da triagem ou ter como resultado
falsos negativos (carbapenemos). Além disso, ndo ha evidéncias de qual é o intervalo de
tempo ideal entre os testes de despistagem (Fankhauser et al., 2009).
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A m elhor es tratégiap arac ombater a propagagdod e E SBL positivos é
desconhecida mas or astreio de pacientes de risco po de s er b enéfico. E mbora um
método ideal de rastreio ainda ndo tenha sido encontrado, o rastreio tem sido limitado
aos organismos produtores de ESBL. Em 2006, o Centro Médico da Universidade de
Friburgo enfrentou um aumento dramatico no numero de pacientes com infecgoes
devidas a Enterobacteriaceae produtoras de ESBL. Portanto, introduziu-se o rastreio na
admissao em 4 unidades de cuidados intensivos (Intensive Care Units-ICUs) para
determinar a prevaléncia de pacientes com ESBL positivo nestas unidades de alto risco.
O Centro Médico da Universidade de Friburgo é um hospital universitario de 1600 camas
com todas as especialidades clinicas. Aproximadamente 60.000 pacientes sao internados
por ano, representando um total de 440.000 pacientes por dia. Acrescentando as
precaucbes “standard”, as precaucdes de contacto ger almente sdo recomendados
apenas para pacientes infectados com b actérias ESBL positivo. E stas precaucoes de
contacto incluem a estadia do paciente num quarto individual ou fazendo um coorte com
outros pacientes infectados o u c olonizados,a utilizagdod el uvas e batasp or
trabalhadores de saude e o rastreio rectal de produtores de ESBL nos companheiros de
quarto. Durante o periodo de estudo (Agosto a Dezembro de 2007), as 4 ICUs cirurgicas
(referidas como ICUs A, B, C e D) foram orientadas para rastrear os pacientes portadores
de Enterobacteriaceae ESBL positiva através de culturas de amostras rectais. Os
pacientes que foram submetidos a um transplante de 6rgao sao internados na ICU A,
aqueles que se submeteram a cirurgia cardiovascular sdo admitidos na ICU B, aqueles
que tenham sido submetidos a cirurgia ortopédica ou visceral séo internados na ICU C e
os pacientes traumatizados sdo admitidos na ICU D. As culturas foram realizadas num
meio cromogénico para rastrear Enterobacteriaceae ESBL positiva para todas as
amostras de z aragatoar ectal. A s colénias que er am produtoras de E SBL foram
confirmadas pelo método de disco que continha cefotaxima, ceftazidima e cefpodoxima
com ou sem acido clavulanico e pela utilizagdo de um teste de sinergismo de duplo disco
que continha ceftriaxona e amoxicilina-acido clavulanico. A s amostras dos va rios
produtos bioldgicos foram cultivadas e os testes de resisténcia aos antibidticos foram
realizados de acordo com os procedimentos laboratoriais “standard”. De acordo com os
critérios do C LSl se foi detectada r eduzida s usceptibilidade as ce falosporinas nas
Enterobacteriaceae foram pesquisadas as ESBLs nos isolados. O rastreio na admissao
foi realizado em 755 (45%) dos 1.674 pacientes recém-admitidos nas 4 ICUs durante o
periodo do estudo. A maioria dos pacientes que nao foram rastreados esperava-se que
permanecessem na ICU por poucas horas. A taxa de de portadores de ESBL detectada
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na admisséo foi entre 3,0% a 9,0% dos pacientes por ICU. Globalmente, 35 (5%) dos 755
pacientes examinados apresentaram colonizagao intestinal, mas apenas 6 (17%) dos 35
pacientes ja er am co nhecidos como p ortadores de or ganismos de ESBL posi tivos.
Cinquenta e dois (7%) dos 755 pacientes rastreados estavam infectados ou colonizados
com patogéneos produtores de ESBL e 9 (25,7%) de 35 pacientes com colonizagao rectal
desenvolveram uma i nfecgdo ( 5 i nfecgdo urinaria, 2 i nfecgdo de f erida cirurgica, 1

pneumonia e 1 empiema pleural). As directrizes para o tratamento de doentes infectados
com bactérias produtoras de ESBL variam e ndo incluem necessariamente o rastreio para
organismos produtores de ESBL. Analisaram a situagdo em 4 ICU num hospital terciario
Alemao e encontraram uma taxa média de 5% de portadores de ESBL durante o rastreio
de admissao, que € uma taxa semelhante a relatada recentemente nos Estados Unidos.
Nesse estudo, o segundo maior dos Estados Unidos por Reddy et al., 2007, envolvendo
cerca de 1 7.000 p acientes de 4 | CUs, um aumento pr ogressivo na i ncidéncia da
colonizacao por Enterobacteriaceae produtoras de ESBL foi relatado durante um periodo
de estudo de 6 anos. Dados de Israel e da Arabia Saudita indicam taxas de colonizagéo
superiores a 10%, até 26%. A colonizagao intestinal € um conhecido factor de risco para
infecgbes por Enterobacteriaceae produtoras de ESBL. Reddy et al., 2007, relataram que
35 (8,5%) dos 413 pacientes colonizados com Enterobacteriaceae produtoras de ESBL
desenvolveram uma bacteriémia. Devido a alta colonizacéo, o risco de desenvolver uma
infeccao é consideravel e defenderam a introdugao do rastreio na admissao de pacientes
com doenga grave subjacente por exemplo, para pacientes que tiveram graves traumas,
que se submeteram a cirurgia de grande porte ou a um transplante e/ou que tenham sido
admitidos numa unidade de hematologia, porque sdo os pacientes que frequentemente
desenvolvem infecgdes nosocomiais € nos quais um tratamento antibidtico empirico é
vital (Meyer et al., 2009).
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Disseminacéo de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL nas criangas

Um total de 90 amostras alimentares a base d e | eite ( Formulas | nfantis-IFs) f oi
obtido de uma cozinha de leites de um hospital universitario, durante um periodo de 4
meses, em 1 999. As condigcbes sanitarias das IFs foram a nalisadas e foi feita a
caracterizagéo fisiologica e os testes de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de
bacilos de gram negativo. As contagens de colonias foram consideradas inaceitaveis para
a maioria das amostras e as taxas de contaminagao f oram relacionadas com o
manuseamento inadequado das IFs. Foram detectados coliformes (crescimento a 35°C e
45°C) na maioria das IFs testadas. Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Cedacea
davisae, Klebsiella planticola e Enterobacter cloacae foram os isolados mais frequentes.
Os testes de su sceptibilidade aos a ntimicrobianos demonstraram t axas de r esisténcia
significativa, particularmente a amoxacilina/acido clavulanico, a cefoxitina, a cefalotina ou
a am picilina. T ambém foi i solada uma estirpe de K. pneumoniae produtora de b eta-

lactamase de espectro alargado (Carneiro et al., 2003).

Em duas cidades distantes do Brasil, entre 2003 e 2004, em dez isolados de
amostras clinicas e de aves domésticas foram identificadas Salmonella entérica serovar
Typhimurium produtora de ESBLs CTX-M-2. Dois isolados sao de pacientes pediatricos e
oito d e ave s domeésticas ou d o se u ambiente. T odos os isolados eram r esistentes a
antibioticos ndo beta-lactamicos incluindo a tetraciclina e o trimetoprim-sulfametoxazol. O
gene CTX-M-2 esta localizado num plasmideo transferivel que também transporta outros
determinantes de resisténcia em alguns isolados. Por PFGE, a semelhanga genética dos
isolados das amostras clinicas e as das aves de ca poeira v ariou de 8 9% a 1 00%
(Fernandes et al., 2009y,).

Foi i nvestigada at axa d e r esisténcia in vitro para va rios antibidticos em 17 9
isolados de Salmonella spp dos serogrupos D (109), B (52), C1 (10) e C2 (8) isoladas em
criangas. A producdo de ESBLs foi estudada em isolados resistentes a ampicilina. As
taxas de resisténcia para a ampicilina e a amoxicilina/acido clavulanico foram de 26,3% e
10,6% r espectivamente. A resisténcia para a ceftriaxona e a ceftazidima foi 3,3%. As
taxas de resisténcia para o cloranfenicol, o trimetoprim-sulfametoxazol e a ciprofloxacina
foram 4 0,7%, 31,3%,e 2,2%, r espectivamente. A pr oducdo d e beta-lactamases foi
detectada em 42 isolados e 2 isolados de S. paratyphi B produziam ESBLs. Um isolado
com ESBLs SHV-2 e TEM-1 e o outro com ESBLs SHV-2a, SHV-5a (SHV-9) e TEM-1.
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Este é o primeiro relatério de SHV-2a e SHV-5a (SHV-9) em S. paratyphi B na T urquia
(Budak et al., 2009).

Um inquérito realizado em 2005 a criangas saudaveis na Bolivia e Peru revelou um
aumento significativo das portadoras fecais de estirpes de Escherichia coli resistentes a
cefalosporinas de espectro alargado comparado com um estudo de 2002 (1,7% em 2005
e 0, 1% em 2 002). E ste t rabalho dem onstra que est e aum ento es ta r elacionado,
principalmente, com a disseminagédo de determinantes de ESBL do tipo CTX-M entre as
estirpes comensais de E. coli. Dos 50 isolados produtores de ESBL em 2005, 44 tém
CTX-M e 6 tém SHV (SHV-2 ou SHV-12). Foi detectada uma nova variante de CTX-M-2
denominada CTX-M-56. A caracterizagcao molecular dos isolados produtores de CTX-M e
experiéncias de genes transferidos sugeriram que diferentes mecanismos podem estar
envolvidos na disseminagao de diferentes determinantes do grupo CTX-M e r evelaram
que determinantes adicionais de resisténcia para antibiéticos nao beta-lactimicos foram
preferencialmente transportados por plasmideos codificadores de certas variantes CTX-M
(CTX-M-15 e v ariantes do grupo C TX-M-2). T rés isolados peruanos com plasmideos
codificadores conjugativos de CTX-M-15 eram portadores de novos genes de resisténcia
as fluoroquinolonas. Os resultados deste estudo mostraram que os determinantes de
ESBL em geral e em particular os CTX-M se disseminaram rapidamente entre estirpes de
E. coli comensais em pessoas saudaveis em ambientes de poucos recursos. Na area do
estudo, incluindo ambientes urbanos na Bolivia e Peru, a prevaléncia de criangas
saudaveis portadoras de estirpes de E. coli ESBL-positiva na sua microbiota comensal
sofreu um aumento dramatico (17 vezes) ao longo de um periodo de 3 anos e os que
mais contribuiram foram determinantes do tipo CTX-M. Este fendmeno € um assunto de
preocupacdo, uma v ez que 0sS comensais podem serum reservatorio de genes de
resisténcia, enquanto a colonizacgio intestinal por isolados produtores de ESBL pode ser
uma fonte de entrada de determinantes de ESBL em ambiente hospitalar e r epresenta
um factor de risco para a instalacao de infecgdes causadas por estirpes produtoras de
ESBL em pacientes hospitalizados. E mbora os dados de consumo de antibiéticos nao
estejam disponiveis, € natural assumir que os portadores de ESBL comensais, criangas
saudaveis de i dade pr é-escolar, r eflectem na m aioria dos casos a ex posi¢ao a
contaminacdo no ambiente familiar em ve z de um aumento da ex posicao directa as
cefalosporinas de espectro alargado ou outros agentes conhecidos como
seleccionadores de produtores de ESBL. Para esclarecer melhor este assunto era

interessante avaliar a populacido adulta nestas mesmas areas geograficas. O aumento da
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prevaléncia de isolados produtores de E SBL foi também associado a um aumento da
diversidade de determinantes circulantes de ESBL, embora o uso de ceftriaxona como o
unico agente de rastreio de ESBL é limitado para a detecgdo de ESBLs com actividade
especifica de ceftazidimase. Em comparagcao com o levantamento inicial realizado em
2002, m embros do gr upo C TX-M-1 (C TX-M-15)t ambém a pareceram n a B olivia,
enquanto membros do grupo de CTX-M-9 (CTX-M-14 e CTX-M-24) apareceram no Peru.
Além do mais as ESBLs produtoras do tipo SHV apareceram nos 2 paises. E a primeira
detecgdo de um gene em 3 isolados peruanos com CTX-M-15 resistentes as
fluoroquinolonas em bactérias comensais de humanos saudaveis e também o primeiro
relatério da presenga deste determinante de resisténcia na América Latina (Pallecchi et
al., 2007).

A ocorréncia e a diversidade de enzimas ESBLs foram investigadas em isolados de
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae resistentes aos antibidticos em fezes humanas.
Todos os isolados ESBL positivos foram caracterizados a nivel molecular por PCR,
sequenciacdo e PFGE. Oito isolados de 46 de E. coli resistentes aos antibiéticos (6 de
criangas e 2 de adultos) e 4 isolados de 8 K. pneumoniae (todos de adultos) tinham ESBL
positiva pelo teste de sinergismo de duplo disco. Dos 7 isolados que tinham CTX-M-14, 2
tinham CT X-M-24 e CTX-M-28, e 1t inha CTX-M-9. A dicionalmente, 8 i solados er am
portadores de TEM-1b ou TEM-1c. Nenhuma enzima do tipo SHV foi encontrada entre
estirpes de E. coli. Em 9estirpes, os determinantes do plasmideo blacrxmy eram
transferiveis para a E. coli, por conjugacao. Analises por PFGE demonstraram evidente
disseminagao clonal e n&o clonal. O estudo mostra a existéncia de portadores fecais de
organismos produtores de determinantes de blacrx-my € evidencia o papel dos comensais
como um reservatério para a sua disseminagdo. Também documenta a ocorréncia de
determinantes de CTX-M entre comensais resistentes aos antibiéticos transportados por
criangas e adultos ndo hospitalizados. Relativamente as criangas jovens, as analises das
amostras de fezes mostraram ser portadoras de E. coli resistentes as fluoroquinolonas
(44/189, 23,3%)e um ap orgao significativa destes isolados ( 6/44, 13,6%) eram
produtores de ESBL. Este ultimo valor esta de acordo com os dados de resisténcia entre
os isolados clinicos. Em Hong Kong, os dados do laboratério do hospital mostram que 10-
20% dos isolados de E. coli resistentes as fluoroquinolonas eram ESBL positivas. Entre
os isolados de E. coli produtores de ESBL nas amostras clinicas, aproximadamente 2/3
foram resistentes as fluoroquinolonas. Uma vez que as fluoroquinolonas nao sao usadas

em criangas jovens afonte de resisténcia as fluoroquinolonas e isolados positivos de
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CTX-M néo é clara. A aquisigéo pela cadeia alimentar e os portadores adultos s&o alguns
meios possiveis de transmissdo. Os resultados realgam a e ndemicidade dos alelos do
grupo CTX-M-9 nesta regidao. E m estudos anteriores, alelos do mesmo gr upo f oram
predominantes entre isolados de portadores nas amostras clinicas e em animais de
producao alimentar. Este estudo demonstrou que a maioria dos determinantes de CTX-M
estavam | ocalizados em pl asmideos transferiveis e al gumas estirpes eram t ambém
portadoras de outros elementos moéveis de resisténcia, incluindo a sequéncia de insergao,
a transposase e o integrao. Como sugerido previamente, estes elementos tiveram um
papel importante na translocacéo e disseminacao das CTX-M. Apesar do numero limitado
de isolados comensais testados, é interessante que o alelo mais frequente foi o CTX-M-
14, o qual foi semelhante a situacao dos isolados clinicos com ESBL positivo. Uma vez
que os voluntarios adultos eram amigos e conhecidos, a pos sibilidade de transmissao
pessoa-a-pessoa de bactérias comensais ou de determinantes de resisténcia ndo deve
ser excluida. Sao necessarios estudos epidemioldgicos detalhados para abordar a
transmissao de CTX-M em diferentes ambientes escolares e sociais (Ho et al., 2008).

Em dois hospitais de T aipé reviram dados retrospectivamente dum periodo de 5
anos de criangas comr efluxo vesicoureteral. O o bjectivod o e studo de C heng e
colaboradores foi analisar a r esisténcia antimicrobiana das infecgbes do tracto urinario
nas criangas a receber profilaxia antibiética por causa de refluxo vesicoureteral primario.
Os pacientes receberam tratamento profilatico com o cotrimoxazol, a cefalexina, o
cefaclor ou uma profilaxia com uma sequéncia de diferentes antibidticos (monoterapia
alternativa). Foram registados os dados demograficos, o grau do refluxo vesicoureteral, a
antibioterapia profilatica, os resultados da sensibilidade aos antibiéticos da pr imeira
infeccao ur inaria e o a parecimento d as UTls seguintes. T rezentos e vinte e qu atro
pacientes foram submetidos a profilaxia antibidtica (109 com cotrimoxazol, 100 com
cefalexina, 44 com cefaclor e 71 com monoterapia alternativa) num hospital e 96 criancas
foram s ubmetidas a pr ofilaxia c om ¢ otrimoxazol noutro hospital. A i nfeccdo por
Escherichia coli foi muito menos frequente nas criancas que fizeram antibiético profilatico,
comparado co m os seus episédios iniciais de i nfecgdo d o t racto ur inario, n os dois
hospitais. A susceptibilidade antimicrobiana para a maioria dos antibiéticos diminuiu com
a pr ofilaxia co m c efalosporinas em i nfec¢gdes urinarias recorrentes. A di minuicdo d a
susceptibilidade também foi grande para a profilaxia com uma sequéncia de diferentes
antibioticos. Contudo, a susceptibilidade antimicrobiana diminuiu muito pouco nos grupos

que fizeram pr ofilaxia c om co trimoxazol. Este est udo pd e em evi dénciaq ue o

59



cotrimoxazol é apropriado para a profilaxia enquanto as cefalosporinas ndo o séo. As
criangas que receberam cefalosporinas de 12 ou 22 geragdao como antibioterapia
profilatica tém uma maior tendéncia para ficarem infectadas com organismos produtores
de ESBL ou com um uropatogéneo resistente, que ndo a E. coli. Embora a prevaléncia da
resisténcia endémica esteja aumentada entre a flora de gram negativo, o cotrimoxazol é
ainda o agente preferido para a profilaxia para refluxos vesicoureterais (Cheng et al.,
2008).

As infecgdes p ediatricas co m b actérias produtoras de E SBLs tém si do p ouco
descritas. P rocurou-se determinar a proporgéo de isolados produtores de E SBLs e a
incidéncia de i nfecgdo ou c olonizagdo c om es tes organismos no h ospital p ediatrico
terciario, em Salt Lake City, durante 5 anos e adicionalmente avaliou-se as caracteristicas
das criangas infectadas. Identificaram-se todas as Escherichia coli ou Klebsiella spp de
criangas mais novas do que 18 anos entre Janeiro de 2003 e Dezembro de 2007. Foram
revistos os relatérios médicos das criangas infectadas; das culturas de 2967 E. coli, K.
pneumoniae e K. oxytoca, 26 i solados produtores de ESBLs eram de 1 6 criangas. As
taxas de produgédo de ESBL entre os isolados aumentaram significativamente de 0,53%
na primeira metade para 1,4% na segunda metade do est udo. A incidéncia de um a
infecgado pr imaria co mE SBLt ambém a umentou si gnificativamente d e 0,14/10000
pacientes para 0 ,31/10000. A m aioria d as criangas infectadas ou co lonizadas por
organismos produtores de ESBL eram doentes crénicos, frequentemente hospitalizados,
ou com um a hi stéria de i nfecgdo r ecorrente. Contudo, 4 criangas infectadas t inham
menos de 5 meses de idade e foram avaliadas num ambiente de ambulatério. Enquanto a
maioria do s pacientes pertenciam a grupos de risco par a i nfecgbes resistentes aos
antibioticos, t ambém foram a fectados lactentes em am biente d e am bulatério. O s
lactentes ndo tinham sido considerados, anteriormente, como uma populagdo de risco
(Blaschke et al., 2009).

Nas enfermarias pediatricas num hospital em Istambul foi detectada uma alta taxa
(48,6%) de Klebsiella pneumoniae produtora de ESBLs (ESBL-KP) dos isolados clinicos.
Implementaram medidas reforgadas do controlo de infecgido e instituiram um programa
prospectivo de vigilancia com um estudo de caso-controlo para determinar os factores de
risco de colonizacao intestinal por ESBL-KP. Fizeram culturas durante um periodo de 1
ano d e zaragatoas rectais dos p acientes, de a mostras do ambiente e d as maos dos
trabalhadores de saude. Os isolados de ESBL-KP foram tipados por PFGE. As

caracteristicas clinicas d os pacientes que foram co lonizados com E SBL-KP du rante a
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permanéncia no hospital foram comparadas com as dos pacientes que nao tinham ESBL-
KP. Quarenta (18,5%) de 216 pacientes ficaram colonizados com ESBL-KP. Os factores
de risco mais frequentes para a colonizagcdo foram a ventilacdo mecéanica e uma
hospitalizacdo su periora 1 4 di as. A g enotipagem dos isolados indicava pr ovavel
transmissao paci ente-a-paciente; contudo, ndo se pbéde determinar a rota desta
propagagao. Durante o periodo do est udo, a taxa de 1, 6% de infecgdes clinicas por
ESBL-KP por 500 pacientes admitidos teve uma diminuicdo em comparagéo com a taxa
de 7% do ano anterior. As medidas reforgcadas do controlo de infecgéo, a administragao
antimicrobiana e o r astreio d e portadores rectais foram asso ciados com a di minuicao
substancial de colonizagdo por ESBL-KP nas unidades pediatricas (Demir et al., 2008).

Na A frica O cidental i nvestigaram a disseminacg&o d e pr odutores de E SBLs nos
individuos que vivem em locais remotos que, até agora, parecem ter sido poupados. No
Senegal, procurou-se a aldeia mais remota e isolada para avaliar os portadores fecais de
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs, nas criangas em que a probabilidade de terem
tomado antibiéticos fosse nula. Kagnoube, uma aldeia no Senegal Oriental, foi o | ocal
escolhido p elos i nvestigadores p orque era a mais inacessivel d urante a estacao d as
chuvas. Tinha 60 habitantes vivendo nas suas cabanas tradicionais e partilhando a agua
do pogo por nao haver nenhum rio perto. O centro de saude mais préoximo estava a 100
km de di stancia. O s habitantes tomavam, ocasionalmente, a penas drogas alopaticas.
Neste estudo incluiram-se 20 criangcas saudaveis, 11 raparigas e 9 rapazes com idades
de 1 a 11 anos. Foram obtidas amostras de fezes que foram imediatamente inoculadas
em meios de co nservagcdo e envi adas para F ranga. Duas das 20 criangas eram
portadoras fecais de um clone de E. coli multirresistente produtora de CTX-M-15,
demonstrando a disseminagdo d e beta-lactamases de espectro alargado, mesmo nas

comunidades isoladas (Ruppé et al., 2009).

Num hospital do Egipto onde a Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL era uma
importante causa de infec¢gdes nosocomiais na unidade de cuidados intensivos neonatais
(NICU), efectuaram um estudo com o objectivo de determinar a incidéncia da Klebsiella
pneumoniae produtora de ESBL na NICU. A frequéncia da aquisicao de genes SHV-1 e
SHV-2 nos isolados, os factores de risco associados e os resultados clinicos dos bebés
infectados, foi realizado por um estudo prospectivo de vigilancia durante o periodo de um
ano. Em todos os recém-nascidos admitidos na NICU obtiveram-se amostras de sangue,
de urina, de liquido cefalorraquidiano, de zaragatoas de feridas e da garganta e amostras

de aspirados de tubos endotraquiais de recém-nascidos em que nunca houve suspeita de
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sepsis. Os isolados bacterianos foram identificados morfologicamente, por coloragao de
Gram e testes bioquimicos “standard”. A susceptibilidade antimicrobiana foi determinada
por métodos de difusdo em agar com disco e a confirmagéo fenotipica de produgéo de
ESBL foi feita por teste de sinergismo de duplo disco e E-test. A detecgdo genética dos
genes S HV-1 e SHV-2nos isolados de Klebsiella pneumoniae foif eita por P CR e
sequenciacao. Um total de 980 culturas foi obtido de 380 recém-nascidos e 372 amostras
colhidas do ambiente. Em vinte e sete culturas (7%) isolaram-se Klebsiella pneumoniae,
sendo 18 (67%) produtoras de ESBL. Os 18 isolados (100%) tinham SHV-2 e ap enas 8
isolados (44%) tinham o gene SHV-1. Os factores de risco para a Klebsiella pneumoniae
produtora de ESBL foram a ventilagdo mecéanica, o peso inferior a 1500g, a
hospitalizacdo superior a 15 dias, a nutricdo parenteral total e o uso prévio de oxiimino-
beta-lactamicos. As culturas ambientais (n=372) tinham Klebsiella pneumoniae produtora
de ESBL em 9 isolados: 4 de tubos de sucgao, 2 de incubadoras e 3 das maos dos
prestadores de cuidados de saude. A Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL estava
associada ao aumento da mortalidade e a hospitalizagdo prolongada nos recém-nascidos
que sobreviveram (Abdel-Hady et al., 2008).

Foi realizado um estudo para det erminara prevaléncia de Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL nos cuidados intensivos neonatais (NICU) na
india e para identificar os factores de risco associados com aquisicao destes organismos.
Foi avaliado o estado dos 253 recém-nascidos admitidos, tendo 238 ficado num sistema
de vigilancia activa. A Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL foi responsavel por 7
infeccbes e 5 1 c olonizagdes, e nquanto a Escherichia coli produtora de E SBL f oi
responsavel por 9 i nfecgdes e 88 ¢ olonizagdes. O's isolamentos dos dois organismos
verificaram-se em trinta recém-nascidos. O prolongamento da estadia na NICU foium
factor de risco importante. O imipenemo e a amicacina podem ser sugeridos como 0s
farmacos de escolha para o tratamento (Shakil et al., 2009).
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Tratamento

As taxas de resisténcia estdo a aumentar e ntre os varios patogéneos de gram
negativo problematicos que frequentemente sdo responsaveis por graves infecgbes
nosocomiais, i ncluindo  Acinetobacter spp, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacteriaceae produtoras de ESBL. A presenca de estirpes multirresistentes destes
organismos tem sido associada com o internamento hospitalar prolongado, o aumento de
custos dos cuidados de saude e o aum ento da mortalidade especialmente quando a
terapia a ntimicrobiana i nicial na o act uou so bre o pat ogéneo ca usador d a i nfecgao.
Inversamente, co m al tas taxas det erapias antimicrobianas iniciais apropriadas, as
infecgcbes causadas por patogéneos de gram negativo multirresistentes nao influenciam
negativamente os resultados dos tratamentos dos pacientes ou os custos. E stas
observagdes, demonstram a importancia de uma rapida e eficaz abordagem para tratar
as infecgdes graves nosocomiais, p articularmente quando s e s uspeita d e p atogéneos
multirresistentes. E las também a pontamp araa  necessidade deum  esforgo
multidisciplinar par a co mbater a r esisténcia, qu e dev e i ncluiro m elhoramentod a
administracdo antimicrobiana, o aumento dos recursos para o controlo de infec¢do e o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos com actividade contra os patogéneos
de gr am n egativo m ultirresistentes. O s estudos clinicos pdem em evi déncia que os
pacientes infectados por est irpes resistentes de pa togéneos de gr am negativo t ém
aumentado a mortalidade, o tempo de internamento hospitalar e os custos hospitalares.
Esta evidéncia ressalta a necessidade para que os hospitais comecem a reagir de forma
pro-activa para combater as crescentes taxas de resisténcia. Embora a resisténcia seja
um factor importante, é necessario reconhecer que outros problemas também contribuem
para resultados ineficazes e custos altos. Primeiro e m ais importante, € a s eleccao da
terapia antimicrobiana i nicial a ntes d os resultados dos t estes d e s usceptibilidade. O s
pacientes que nao recebem terapia inicial adequada tém piores resultados clinicos, os
internamentos sdo mais prolongados e os custos sdo mais elevados. Em segundo lugar,
os laboratérios cl inicos esforcam-se parad aros testes de se nsibilidade o m ais
rapidamente p ossivel. F inalmente, os esforgcos dos administradores hospitalares para
diminuir os custos podem levar a dispensa de pessoal chave envolvido na supervisdo do
controlo d e i nfecgdo diario. E ne cessariaa co operacdo entre os médicos, os
administradores hospitalares, os patrocinadores, os legisladores e as empresas
farmacéuticas para encontrar formas de evitar novos aumentos de resisténcia aos

antibidticos e limitar os custos associados (Slama, 2008).
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Os organismos produtores de E SBL tém fascinado os cientistas e frustrado os
médicos e os microbiologistas ha mais de 20 anos. Em muitos casos de ESBLs, a sua
estrutura tem sido deduzida e foi adquirido um grande conhecimento na relagéo entre a
estrutura e a funcdo destas enzimas. No entanto, do ponto de vista clinico ainda se pode
ver surtos de infeccdo nos hospitais ou noutras unidades de cuidados de saude. E
amplamente relatado, que também ha importantes problemas em relagdo aos organismos
produtores de E SBL na comunidade. Este € um problema extremamente i mportante a
partir de uma perspectiva global que ameaca o uso de muitos antibiéticos pelos pacientes
da comunidade. Diestra et al., 20 08, f oram reconhecidos pela sua avaliagcdo da
epidemiologia molecular da Klebsiella pneumoniae e da Escherichia coli produtoras de
ESBL em onze hospitais es panhdis. A pesar den dod arum q uadro c ompleto, a
perspectiva € suficientemente ampla para fornecer algumas informagdes interessantes.
As infecgbes por K. pneumoniae que estdo normalmente limitadas a uma unica instituicao
mas que, dados relatados previamente, sugerem que pode ocorrer a disseminacgéo de K.
pneumoniae produtoras de ESBL a nivel inter-hospitalar, inter-regional e até mesmo inter-
continental. Num estudo numa Unica instituicao, Harris et al., 2007, tentaram quantificar a
importancia da t ransmissdo de paciente-a-paciente n a aquisicdo d e K. pneumoniae
produtora de E SBL. Nas unidades de cuidados i ntensivos, dos p acientes que ficaram
colonizados com K. pneumoniae produtoras de ESBL, 52% foi por transmissao paciente-
a-paciente co mprovado por se melhantes PFGE e i nternamento si multaneo h ospitalar.
Este estudo utilizou culturas perianais e os resultados demonstraram a necessidade de
mais estudos para avaliar a utilidade e a relacao custo-eficacia da vigilancia activa para a
K. pneumoniae produtora de ESBL e a prevencao de contaminacao por contacto. Pelo
contrario, D iestra et al., 2008, encontraram m aior di versidade clonal de E. coli. E ste
resultado ndo € inesperado, p orque existem estudos pontuais que d emonstraram que
podem ocorrer surtos hospitalares por E. coli produtoras de ESBL. A razao pela qual a K.
pneumoniae produtora de ESBL origina mais surtos de infecgbes do que a E. coli ndo foi
totalmente explorada. Enquanto dezenas de estudos de cientistas se debrugcam sobre a
patogénese bacteriana, a atencdo da comunidade cientifica deve ser orientada para as
razoes pelas quais algumas estirpes sdo mais “adaptadas” ao hospital do que outras. A
capacidade de diminuir a colonizacao bacteriana das maos, das superficies inanimadas
dentro do ambiente hospitalar e dos utensilios médicos sera um importante passo na
reducao de infecgdes hospitalares adquiridas. A ultima informagao interessante adquirida
deste estudo foi o tipo de espectro de ESBL. Como ja foi observado em todo o mundo, o
tipo CT X-M de E SBLs ¢é claramente predominante. |sto parece ser verdade dentro dos
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hospitais e na comunidade. Alguns tipos de SHV dominantes continuardo a ser
importantes como a SHV-12 enquanto as ESBLs do tipo TEM s&o quase inexistentes nos
hospitais espanhodis. Um dos impactos dos organismos produtores de ESBL é o seu
efeito no uso de an tibioterapia em pirica. Normalmente, um a resposta individual e
institucional aos produtores de ESBL leva ao aumento do uso de carbapenemos ou das
combinacbes de bet a-lactamicos/inibidor de beta-lactamase. F uturamente, se ria
aconselhavel co mplementar a vi gilancia da epidemiologia m olecular de
Enterobacteriaceae produtoras de ESBL com a vigilancia das K. pneumoniae e das E.

coli resistentes aos carbapenemos e aos inibidores de beta-lactamase (Paterson, 2008).

Este estudo de C hazan e colaboradores avaliou 1546 episodios de bacteremias
durante dois periodos, de 2001 a 2002 e de 2005 a 2006, num hospital comunitario em
Israel. Foram avaliadas trés situagcdes e comparadas para cada periodo: bacteremia da
comunidade (CB), bacteremia hospitalar (HB) e bacteremia de instituicdes prestadoras de
cuidados de saude por tempo prolongado (LTCF-B). Como era de esperar, os isolados
das CB foram, em geral, mais susceptiveis aos antimicrobianos do que os das HB. Foi
observado um| igeiro aumento nat axad e m ortalidade nas H B pr ovavelmente
relacionadas a comorbilidades e a doencgas graves de base. O tracto urinario continuou a
ser a principal causa de bacteremiae a E. coli o principal agente patogénico isolado
durante o est udo, e xcepto para as HB no primeiro periodo em que houve um ligeiro
predominio de Staphylococcus aureus (surto esp oradico). N do foi su rpresa que as
bacteremias primarias e as relacionadas com catéteres foram as fontes de maior
importancia n as HB. O s bacilos de gr am n egativo ( £60%) f oram um a c ausa m ais
frequente de bacteremia d o que os cocos de gram p ositivo (+29%), ao contrario d o
constante a umento d e c ocos de gram positivo no s isolados de b acteremias a nivel
mundial. E stas diferencas devem-se provavelmente as caracteristicas do hospital: ser
periférico, estar orientado para a comunidade e a falta da co mplexidade terciaria que
normalmente sdo a causa do aumento de organismos de gram positivo. Outra descoberta
interessante foi 0 aumento da susceptibilidade para o trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-
SXZ) ob servado entre os isolados de Klebsiella spp (HB); no en tanto, devido a
susceptibilidade ao T MP-SXZ da E. coli permanecer em £ 75% ( nas trés situagbes
estudadas) per mite 0 s eu us o n o t ratamento empirico na su speita de i nfecgdo p or
microrganismo de gram negativo. Entre as E. coli ndo produtoras de ESBLs foi observada
uma di minuicao si gnificativa n as taxas de su sceptibilidade a ¢ efalotina ( LTCF-B), a

amoxicilina/acido clavulanico, a piperacilina (CB e HB) e a piperacilina/tazobactamo (HB).
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O ultimo resultado é preocupante e esperado porque levanta duvidas acerca da eficacia
da piperacilina/tazobactamo n o t ratamento em pirico das b acteremias nosocomiais por
gram negativos, mesmo nos pacientes sem factores de risco para estirpes produtoras de
ESBLs. Pelo contrario, um resultado positivo foi a diminuicdo nas taxas de resisténcia de
Klebsiella spp ndo produtoras de ESBLs para as cefalosporinas de segunda e de terceira
geragao e ao aztreonamo nas CB e HB no segundo periodo do estudo. As E. coli e as
Klebsiella spp produtoras de ESBLs sdo agora relativamente frequentes em locais de
prestacéo d e cuidados de saude bem como na co munidade. Houve uma redugédo na
prevaléncia de E. coli e de Klebsiella spp produtoras de E SBLs, r elativamente as
encontradas anteriormente. E sta so b gr ande su pervisdo n o hos pital o uso de
antimicrobianos em geral e em particular os agentes de largo espectro. Um formulario
detalhado de antibiéticos de acordo com os protocolos | ocais faz parte da politicado
controlo d e i nfeccdo e foi apl icada s em al teragbes durante o per iodo d o est udo.
Adicionalmente, o uso d a ce ftazidima é m uito limitado; este facto pode serumadas
razoes para a baixa observada na taxa de ESBLs. Este estudo forneceu uma descrigao
completa e detalhada de todos os episoddios de bacteremia que ocorreram na instituicao.
Os resultados, contudo, devem ser interpretados no contexto das diversas limitagoes.
Primeiro, nd o foram ava liadas as comorbilidades nem a se veridade da d oenga na
admissdo. Assim, ndo podemos explicar o a umento da mortalidade nas HB de 2005 a
2006. A segunda limitagao foi a falta de dados dos pacientes LTCF-B como um grupo
separado quando hospitalizados e a heterogeneidade dessas instituicdes em termos de
numero de camas, tipo de pacientes e politicas de tratamento. Terceiro, o hospital esta
localizado na periferia de Israel e a falta de enfermarias de alta complexidade torna os
resultados nao representativos da situagcao do pais. De acordo com os dados, concluiu-se
gue nesta regido as bactérias de gram negativo sdo as mais isoladas nas hemoculturas.
E preocupante o aumento da resisténcia as quinolonas, mesmo se no momento néo tem
significado estatistico. Se a prevaléncia de organismos resistentes continua a aumentar
como o pr evisto, o tratamento em pirico com antibidticos, af alhat erapéuticae a
mortalidade a umentam, m esmo nos p acientes admitidos da co munidade. A vigilancia
continua da e pidemiologia | ocal e d a r esisténcia a ntimicrobiana € indispensavel para
infecgdes tratadas empiricamente bem como a implementagéo de medidas de controlo da
resisténcia (Chazan et al., 2009).

Num hospital pediatrico na Coreia do Sul com uma alta prevaléncia de produgéo de

ESBL en tre Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae foir ealizado um est udo p ara
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examinar o impacto da mudanga da politica de antibiéticos na prevaléncia das ESBLs. O
uso de cefalosporinas de espectro alargado foi restringido e o uso de combinagdes beta-
lactdmicos/inibidor de beta-lactamase foi encorajado a partir de 2002. Todas as estirpes
de Escherichia coli e de Klebsiella pneumoniae isoladas de liquidos bioldgicos estéreis de
1999 a 2005 foram analisadas para a detec¢cdo de beta-lactamase e a prevaléncia de
producéo de ESBL. Foram comparadas em 3 periodos: pré-intervengéo ( 1999-2001),
periodo transitério (2002-2003) e pods-intervencao (2004-2005). Num total de 252 estirpes
de Escherichia coli (n=128) e de Klebsiella pneumoniae (n=124), a pr evaléncia de
produtoras de ESBL diminuiu de 39,8% (41/103) para 22,8% (18/79). Esta diminui¢cdo da
producédo de ESBL foi mais evidente para a Klebsiella pneumoniae (64,1% para 25,6%)
do que para a Escherichia coli (25% para 19,4%). As taxas de mortalidade de doencgas
invasivas ca usadas p or Escherichia coli ou por Klebsiella pneumoniae mantiveram-se
inalteradas. A substituicio d as ce falosporinasd e espectroal argadop or a
piperacilina/tazobactamo diminuiu grandemente a prevaléncia da produgédo de ESBLs das
Escherichia coli e das Klebsiella pneumoniae neste hospital de criancas onde as ESBLs
eram endémicas. O impacto da mudanca da politica de antibiéticos foi mais evidente na
Klebsiella pneumoniae do que na Escherichia coli (Lee et al., 2007).

Nos isolados clinicos de bactérias de gram negativo resistentes as cefalosporinas
obtidos de p acientes de Q ueen S irikit N ational | nstitute of C hild H ealth ( QSNICH),
Banguecoque, Tailandia, de 2006 a 2007, foram avaliados os perfis de susceptibilidade
aos antimicrobianos para determinar in vitro a actividade de varios agentes incluindo o
ertapenemo, o imipenemo, o meropenemo, a fosfomicina, a netilmicina, a colistinae a
piperacilina/tazobactamo. Aqueles que eram resistentes a todas as cefalosporinas foram
avaliados por testes de susceptibilidade em disco e por E-test. Foram testadas as 55
estirpes de E. coli e de Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL. Os resultados
mostraram uma excelente actividade in vitro dos farmacos estudados contra Klebsiella
pneumoniae produtoras de ESBL com uma percentagem de susceptibilidade de 100 para
o ertapenemo, de 100 para o imipenemo, de 100 para o meropenemo, de 89,8 para a
fosfomicina e de 9 2,7 para a co listina. A pi peracilina/tazobactamo i nibiu 6 8,2% de
isolados de K. pneumoniae. Todos os farmacos, excepto a netilmicina, tiveram uma boa
actividade co ntra E. coli produtoras de E SBL co m 10 0% d e se nsibilidade p ara os
carbapenemos, a fosfomicina, a co listina e 95,8% para a piperacilina/tazobactamo. Os
carbapenemos, a f osfomicina e a co listina exibiram um a ex celente actividade in vitro

contra as E. coli ea s Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL.A
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piperacilina/tazobactamo exibiu uma boa actividade in vitro contra as E. coli produtoras
de ESBL, mas nao para as Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL (Punpanich et al.,
2008).

As estirpes de bacilos de gram negativo produtoras de ESBLs sao, frequentemente,
a principal causa de septicemia com evolugdo clinica e terapéutica complicadas. Este
estudo f oi realizado na india para investigar a prevaléncia das ESBLs nas bactérias
isoladas de septicemias neonatais e o padrao de sensibilidade aos antimicrobianos.
Foram co Ihidas 243 amostras de s angue de paci entes que se su speitava t erem
septicemia. Além dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos todos os isolados de
gram negativo foram submetidos a testes fenotipicos de produgdo de ESBLs e entre 115
amostras positivas, 84 eram de bacilos de gram negativo e foram detectadas ESBLs em
26 (32%). Dos isolados de gram negativo nenhum era resistente ao imipenemo ou a
piperacilina/tazobactamo, e mais de 80% eram susceptiveis a cefoperazona/sulbactamo
e a netilmicina independentemente da presenga de ESBLs ser positiva ou negativa. Foi
observado anteriormente que a taxa de prevaléncia das ESBLs varia com a |l ocalizagao
geografica dentro do mesmo pais. A producdo de ESBL nos casos de septicemia neste
hospital (hospital de referéncia terciario) foi mais alta do que num estudo feito no sul da
india (13,5%) mas foi muito mais baixo do que um estudo feito em Lucknow, no centro da
india ( 86,6%). C omom enos de 39% do s isolados produtores de E SBLs foram
susceptiveis a gentamicina, o uso empirico de amicacina nestes casos é preferivel.
Também foi o bservado g ue um n umero c onsideravel d e pr odutores de E SBL era
“sensivel” a uma ou mais cefalosporinas quando testadas in vitro. Este estudo demonstra
que a d eteccao de E SBLs deve ser feita por rotina e que o uso de cefalosporinas de
terceira geracao deve ser desencorajado (Bhattacharjee et al., 2008).

Os relatdérios médicos de r ecém-nascidos admitidos de J aneirode 2 002 a
Dezembro de 2003 no hospital Chris Hani Baragwanath na Africa do Sul que tiveram
culturas positivas de sa ngue e/ ou |l iquido ce falorraquidiano ( CSF), p or Klebsiella spp
produtora de E SBL (Klebs-ESBL), foram revistos por causa da clinica, da gestdo e da
informacao sobre o éxito do tratamento, para determinar os factores associados com a
mortalidade e avaliar se o uso empirico selectivo do meropenemo esta associado com a
alta mortalidade. Cerca de uma centena de pacientes teve hemocultura positiva (n=97)
e/ou C SF p ositiva (n=9) p or Klebs-ESBL. A taxa de mortalidade foide 30% e ent re
aqueles que comegaram empiricamente com a pi peracilina/tazobactamo e a am icacina

(n=48), com o meropenemo (n=40) e aqueles que ndo comegaram com O meropenemo
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ou com a pi peracilina/tazobactamo ea amicacina foi de 25%, 32%e 42%
respectivamente. Os ndo sobreviventes eram os mais jovens e tinham problemas cardio-
respiratérios ou necessitaram de ventilacao inicial assistida, e ndo lhes administraram os
antibioticos como o meropenemo ou a piperacilina/tazobactamo e a amicacina. Enquanto
0 us 0 empirico d os carbapenemos nas se psis nosocomiais p ode se r apropriado n as
areas onde as Klebs-ESBL s&o prevalentes, a sua utilizagdo pode ser restrita a pacientes
com compromisso cardio-respiratério ou sepsis severa sem um aumento da mortalidade
(Velaphi et al., 2009).

Um est udo n ar egido norte da c osta ocidental por tuguesa ( Minho) teve c omo
finalidade d eterminar o p erfil m olecular e a s usceptibilidade aos antimicrobianos de
estirpes produtoras de ESBLs. Durante um periodo de 2 anos, nas bactérias isoladas de
pacientes hospitalizados e nao ho spitalizados foram de terminadas as concentragbes
minimas inibitérias (MICs) por métodos de microdiluicdo de acordo com o C LSI. Além
disso, a identificagao fenotipica das ESBLs foi confirmada por E-test. Foram utilizados
varios métodos dei dentificagdo m olecular dos genes de beta-lactamase (bla),
envolvendo P CR e es tratégias de se quenciagéo. As estirpes produtoras de E SBLs
(n=193) foram isoladas de urina (n=127), de expectoracdo (n =42), de lavado
broncoalveolar (n=14), de sangue (n=7) e de liquido ascitico (n=3). Os isolados
produtores de E SBL mais frequentes f oram de E. coli (67,9%; n= 131) se guida p or
Klebsiella pneumoniae (30,6%; n=59) e de 0, 5%; n=1paraa Klebsiella oxytoca, o
Enterobacter aerogenes e o Citrobacter freundii. As ESBLs detectadas foram do tipo TEM
(40,4%), CTX-M (36,8%) e SHV (22,8%). As TEM-52 e TEM-24 foram as mais frequentes
(20,2% e 12,9%, respectivamente) mas também foram detectadas as TEM-10 (4,1%) e
TEM-116 (2,1%). Dentro da familia CTX-M, o grupo CTX-M-9 estava representado pelo
CTX-M-9 (13,5%) e CTX-M-14 (8,4%). No grupo CTX-M-1, o tipo CTX-M-15 foi o mais
frequente (12,4%), seguido de CTX-M-1 (2,1%), CTX-M-3 (0,5%) e CTX-M-32 (0,5%).
Quanto aos tipos CTX-M, parece que a CTX-M-14 estd muito difundida no noroeste da
Peninsula Ibérica. A Klebsiella pneumoniae tem uma enzima CTX-M-15 que foi descrita
pela primeira vez em Portugal na area de Lisboa em 2005, mas esta enzima CTX-M-15
também foi recentemente encontrada no norte de Portugal, noutro membro de
Enterobacteriaceae, isolada de infecgbes da corrente sanguinea de sete pacientes em
dois hospitais diferentes. Esta foi a primeira vez que C. freundii foi descrito como produtor
de CTX-M-32 em Portugal. Das enzimas SHV a mais frequente foia SHV-12 (12,4%),
seguida por SHV-5 (8,8%) e SHV-2 (2,1%). Alguns isolados produziram mais de um tipo
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de ESBL: TEM-52/CTX-M-14 (0,5%); TEM-116/CTX-M-14 (0,5%) e TEM - 116/CTX-M-15
(0,5%). As MICs mostraram qu e os isolados produtores de E SBLs foram na m aioria
susceptiveis aos carbapenemos (100%)ea am icacina ( 99,5%), pel o co ntrario,
apresentaram taxas baixas de susceptibilidade ao cefepime e as quinolonas. De facto,
98,9% das estirpes produtoras de ESBLs foram resistentes ao cefepime e 85,4% eram
resistentes a quinolonas (ciprofloxacina e norfloxacina). No geral, a alta resisténcia as
quinolonas foi mais evidente nos membros da familia CTX-M (98,1%) do que nos tipos
TEM ou SHV (80,8% e 72,1%, respectivamente). A literatura recente refere que o inéculo
afecta o comportamento do cefepime, no entanto ndo deve ser apontada como unica
explicacdo uma ve z que a d eterminacdao da M IC é r ealizada co m concentracdes de
inéculo “standard” de 0,5 de McFarland. Neste estudo, apenas duas K. pneumoniae com
SHV-2 er am su sceptiveis ao ce fepime. | sto parece i nteressante por que um es tudo
recente mostrou que o cefepime foi administrado com sucesso a trés pacientes (dois do
sexo feminino e um masculino) com idade entre 47 anos e 87 anos tendo uma estirpe de
gram negativo produtora de ESBL. Contudo, outros estudos em todo o0 mundo descrevem
a alta resisténcia ao cefepime entre os gram negativos produtores de ESBL. O trabalho
mostrou uma grande diversidade de enzimas ESBL que ocorrem no norte de Portugal e o
tipo m ais prevalenteaindaé o T EM, mas o C TX-M esta em r apido cr escimento. O
surgimento de produtores de ESBL resistentes ao cefepime em Portugal € um motivo de
preocupacdo. O descontrolado uso de cefalosporinas pode ter um papel importante na
aquisicdo de m ecanismos de r esisténcia, p articularmente na produgdod e E SBL. O
estabelecimento de politicas para monitorizar a utilizagdo de antimicrobianos nos
hospitais e farmacias comunitarias, bem como a implementagao de estratégias de defesa
da saude p ublica e prevencao de resisténcia aos antimicrobianos parece ser urgente
(Fernandes et al., 2009,)).

Durante a ultima década, bactérias produtoras de ESBL adquiridas na comunidade
e em particular a Escherichia coli produtora de ESBL do tipo C TX-M disseminaram-se
mundialmente. Este or ganismo é m ais frequentemente isolado d o tracto urinario mas
tambémt em si do i solado d e h emoculturas. Os tratamentos com ce falosporinas e
fluoroquinolonas sdo os m aiores factores d e risco para o a parecimento d e estirpes
produtoras de E SBLs. A dicionalmente, ar esisténcia associada a ou tras classes de
agentes antimicrobianos é f requentemente o bservada nos produtoresde CTX-M,
limitando as opgdes terapéuticas. Os carbapenemos devem ser escolhidos para tratar as

infecgbes sistémicas graves causadas por ba ctérias produtoras de E SBL, m as a
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prevencgao da disseminagéo e a adequada gestao destas infecgbes continua a ser dificil
(Zahar et al., 2009).

A disseminacdo de ESBL nas enterobactérias nosocomiais e adquiridas na
comunidade € um gr ande desafio para os m édicos devido ao facto de as o pgdes
terapéuticas para estes organismos estarem limitadas. O surgimento de Escherichia coli
produtora de ESBL na comunidade, associada com a disseminagao da ESBL CTX-M, é
uma das mais significativas mudangas epidemiolégicas nas doengas infecciosas nos
ultimos anos. A epidemiologia destas infecgdes € complexa e combina a exp ansao de
elementos genéticos mdveis com a disseminagao cl onal. U ma t erapéutica em pirica
inadequada para infecgdes severas causadas por estes organismos esta associada ao
aumento da m ortalidade. O s carbapenemos séo as drogas escolhidas para i nfecgbes
graves causadas por organismos produtores de ESBL mas o seu uso em excesso causa

preocupacao (Rodriguez-Bafio and Pascoal, 2008).

Estudos de epidemiologia molecular sugeriram que o subito aumento mundial de E.
coli produtoras de CTX-M-15 é principalmente devido a um unico clone (ST131) e que
viajar para areas de alto risco, tais como a india, po de des empenhar um pa pel na
disseminacdo deste clone em diferentes continentes. Um tratamento empirico com
antibioticos para estes organismos resistentes deve ser considerado para os pacientes
com sepsis na comunidade envolvendo o tracto urinario, especialmente se o paciente
viajou recentemente para areas de alto risco. Se esta ameaca d e saude publica for
ignorada, € p ossivel qu e num futuro pr6ximo os médicos sejam forgados a usar na
comunidade os carbapenemos como primeira e scolha para ot ratamento em pirico de
infeccbes se veras associadas a infecgbes do tracto urinario originarias da comunidade
(Peirano and Pitout, 2010).

O ertapenemo es ta i ndicado p ara o t ratamento de i nfecgcbes complicadas intra-
abdominais, da pel e edot racto urinario, bem como d a pn eumonia adquirida na
comunidade, para a qual existem antibiéticos mais baratos e de espectro mais estreito. E
activo contra bactérias de gram negativo produtoras de E SBL, mas ainda nao e xistem
relatérios da s ua e ficacia cl inica. Avaliou-se 0 uso do er tapenemo em i nfeccoes
bacterianas durante 1 3meses eat axad er espostacl inica foide 9 2%. Assim, o
ertapenemo tem ump apeln ot ratamento d e pr imeira | inha n estas infecgdes. O
ertapenemo € um carbapenemo com actividade antibacteriana de largo espectro mas n&o

é act ivo co ntra Enterococcus spp, Staphylococcus aureus metacilina r esistentes,

71



Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa. Houve uma excelente eficacia do
ertapenemo n o tratamento d as bacteremias por gram n egativo produtores de E SBLs,
comparado com o imipenemo ou o meropenemo. Noutro estudo retrospectivo 20% dos
pacientes com bacteremia p or K. pneumoniae nao r esponderam a o i mipenemo. N o
entanto, d ada a p ossibilidade de r esisténcia ao er tapenemo, es pecialmente n a K.
pneumoniae, a s ua actividade in vitro deve ser co mprovada por testes de | aboratério
antes do u so cl inico. A Iém di sso, co mo o e rtapenemond o é act ivocontraa P.
aeruginosa, um patogénico nosocomial virulento, a sua utilizagdo na terapia empirica das
infecgbes hospitalares deve ser desencorajada. Este estudo retrospectivo ndo conseguiu
provar que o ertapenemo predispds a infeccdo bacteriana se cundaria ou colonizacao
porque 11 dos 14 casos foram tratados com antibidticos de espectro mais estreito antes
do us o do ertapenemo. A Iém di sso, se is casos recidivaram ap 6s ot ratamento de
infeccdes urinarias mas havia, além da antibioterapia, outro factor adicional em metade
dos casos que era a presenca de cateter urinario. A substituicdo do imipenemo ou
meropenemo pelo ertapenemo, sem comprometer o tratamento do paciente em infecgoes
bacterianas comprovadas, € uma vantagem devido a redug&o de custos, em virtude de o
ertapenemo ser muito mais barato. E ste estudo retrospectivo ndo permitiu comparar o
ertapenemo com o i mipenemo ou m eropenemo por que o ertapenemo foi usado para
substituir o imipenemo ou meropenemo apds o resultado do antibiograma. Além disso, o
numero de pacientes com bac teriemia p or gram negativo pr odutores de E SBL er a
pequeno (33%) enquanto 41% tinham UTls. Um grande estudo envolvendo mais casos
de bacteremia e pacientes com doengas de grande severidade vai ajudar a esclarecer a
eficacia clinica da ertapenemo. Este é o primeiro relatério sobre a eficacia cl inica do
ertapenemo p or i nfecgbes de b actérias de gr am n egativo produtoras de E SBL. O
ertapenemo t em um papel c omprovadamente util no tratamento d e primeira linha de
infeccdes por bactérias de gram negativo produtoras de ESBL (Teng et al., 2007).

Foram iniciados estudos retrospectivos de pacientes com b acteriemia por bacilos
de gram ne gativo produtores de E SBLs, tratados com er tapenemo. Q uarenta e s ete
pacientes com b acteriemia p or gr am n egativos resistentes a m ultidrogas (79%
produziram ESBL das quais 53% eram Klebsiella pneumoniae e 26% eram Escherichia
coli) foram tratados com ertapenemo por um periodo médio de 11 dias em que a idade
média dos pacientes era de 70 anos; o choque séptico ocorreu em 19% e a ventilagéo
mecanica foi necessaria em 17%. A infecgao urinaria representou 61% e a hepatobiliar

15%. A resposta clinica favoravel ocorreu em 96% e a mortalidade foi de 4%. A terapia
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com ertapenemo é promissora na bacteremia por gram negativos produtores de ESBLs e
com o uso crescente de carbapenemos no hospital de Singapura, a bacteremia por E. coli
foi de 22% e por K. pneumoniae 12%. O imipenemo e 0 meropenemo sao o tratamento
de escolha para bacteriemias por gram negativo produtores de ESBLs. Este estudo pde
em evidéncia que o er tapenemo foi e ficaz em 47 e pisédios de b acteremia p or gram
negativo resistentes a multidrogas. O ertapenemo foi o Unico antibidtico eficaz em 38%
dos casos e pode ser preferivel ao i mipenemo ou ao meropenemo por ser mais barato,
ter viabilidade no am bulatério em antibioterapia parenteral e o be neficio de di minuir a
resisténcia aos carbapenemos do A. baumannii e da P. aeruginosa (Lye et al., 2008).

A tigeciclina é um antimicrobiano de largo espectro e é a primeira glicilciclina a ser
comercializada no Reino Unido. E activa contra algumas bactérias resistentes, incluindo
Staphylococus aureus meticilina resistente (MRSA) e bactérias que produzem ESBLs. A
tigeciclina foi licenciada para tratamentos intravenosos nos adultos com infec¢des do
tecido mole e pele e infecgbes intra-abdominais complicadas, sendo um complemento util
para os agentes antibacterianos disponiveis para tratar tais infecgdes. A tigeciclina € um
derivado da tetraciclina estruturalmente relacionada com a minociclina. O grupo das
tetraciclinas, inibe a si ntese proteica bacteriana ao nivel do ribossoma bacteriano. Em
estudos experimentais, em comparacdo com a minociclina ou a tetraciclina, a tigeciclina
ligou-se c om m aior a finidade a's subunidades ribossomais 30S e 70S o que inibiu a
sintese proteica mais eficientemente. A tigeciclina € um antibacteriano de largo espectro
com actividade bacteriostatica contra muitos patogéneos clinicamente relevantes. Este
farmaco nao é v ulneravel a dois mecanismos de resisténcia que limitam o espectro de
actividade das tetraciclinas, ou seja, as proteinas de protecgao ribossomais Tet (M) e as
bombas dee fluxo activasT et( A) - (E)( bombasq uesad o difundidasem
Enterobacteriaceae) ou T et (K) (bombas de e stafilococos). A tigeciclina é mais activa
contra cocos de gram positivo do que contra bacilos de gram negativo. As espécies de
gram positivo susceptiveis incluem o S. aureus, MRSA, o S. agalactiae, o S. pyogenes, o
S. pneumoniae penicilina-resistente e os enterococos vancomicina resistentes. Para as
bactérias de gram negativo, a situagcdo € complicada, tanto pela maior variabilidade na
susceptibilidade das bactérias, como pelas diferentes concentragcbes minimas inibitérias
usadas para d efinir e sta s usceptibilidade, n a E uropa e nos EUA. Os organismos
susceptiveis incluema E. coli, a Klebsiella oxytoca ea K. pneumoniae mas agentes
patogénicos, t ais como o Proteus spp,a Morganella spp e a Providencia spp, sd o

geralmente menos susceptiveis a tigeciclina do que outros membros das
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Enterobacteriaceae. A resisténcia adquirida tem sido detectada em poucos organismos,
incluindo a K. pneumoniae, o Enterobacter aerogenes e o Enterobacter cloacae. A
tigeciclina também é activa contra os Bacteroides fragilis e os organismos de gram
negativo produtores de ESBLs. A Pseudomonas aeruginosa é inerentemente resistente a
tigeciclina. Apdés a administragao intravenosa, a tigeciclina liga-se as proteinas (71-89%)
e € bem distribuida na maioria dos tecidos; fica concentrada na bilis, na vesicula biliar, no
colon e nos pulmdes. A titulo de ¢ omparacao, as concentragbes séricas sao b aixas
(cercade 0,6 a 0,7 mg /L), o que pode limitar o uso da droga na suspeita ou presenga de
bacteriemia. A penetragdo da tigeciclina no liquido cefalorraquidiano é pobre, pelo que
esta droga esta contra-indicada no tratamento da meningite. Menos de 20% da droga é
metabolizada antes da excregéo, que é principalmente na bilis. Os efeitos indesejaveis da
tigeciclina, mais frequentemente relatados em ensaios publicados, foram gastrointestinais
(nauseas, vomitos, diarreia), ocorrendo em cerca de 20% dos pacientes. Entretanto, as
taxas de abandono devido a efeitos indesejados foram semelhantes para a tigeciclina e
as terapias comparaveis (4,9% vs 4,2%). T al como acontece com as tetraciclinas, a
tigeciclina p ode interferir com o des envolvimento ésseo ou dentario, e assim deve ser
evitada, se possivel, em criangas e nas mulheres gravidas. A tigeciclina também pode
compartilhar outros efeitos indesejaveis comuns as tetraciclinas. A ex periéncia su gere
que a droga é tao eficaz como a associagdo da vancomicina com o aztreonamo, em
doentes com infeccbes complicadas da pele e tecidos moles, e como a associacdo do
imipenemo com a cilastatina, nos pacientes com infecg¢bes intra-abdominais complicadas
(BMJ Group, 2008).

A ac tividade in vitro da tigeciclina foi avaliada em isolados de patogéneos de
pacientes com pneumonia adquirida na comunidade, em 29 paises. Neste estudo 2
isolados de K. pneumoniae produtores de E SBL foram su sceptiveis a tigeciclina. A
excelente actividade in vitro da tigeciclina contra estes isolados clinicos confirma a sua
grande utilidade contra patogéneos associados a pneumonias adquiridas na comunidade
(Bradford et al., 2008).

As enterobactérias que produzem mais de uma ESBL sao pouco frequentes, mas ja
comecarama se rm ais descritas. Estes isolados sdo geralmente r esistentes as
fluoroquinolonas e sado frequentemente resistentes a outros antibiéticos como o
trimetoprim / s ulfametoxazol ( cotrimoxazol) e aos aminoglicosideos. F oi e studada a
actividade in vitro da tigeciclina, usando o método de E-test,em 2 8i solados de

enterobactérias epidemiologicamente nao-relacionadas determinado por PFGE (18 de E.
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coli, 9 de Klebsiella pneumoniae e 1 de Klebsiella oxytoca) que produziram duas ou mais
ESBLs. As ESBLs foram inicialmente detectadas de acordo com os critérios fenotipicos
recomendados pelo CLSI e foram caracterizadas por focagem isoeléctrica, PCR e
sequenciagdo. As actividades do imipenemo, da ciprofloxacina, da gentamicina e do
cotrimoxazol também foram testadas pelo método de diluigdo em agar de acordo com as
orientagdes do CLSI. A maioria dos isolados foi obtida a partir de amostras de urina (18
isolados; 64,3%), de infecgdes do tracto respiratorio (5 isolados; 17,9%), de feridas (3
isolados; 10,7%) e de sangue (2 isolados; 7,1%). As combina¢cdes de ESBL estudadas
foram as seguintes: CTX-M-14 + TEM-116, 8 de E. coli e 1 de K. pneumoniae; SHV-12 +
TEM-116, 3 de E. coli; CTX-M-15 + TEM-116, 2 de E. coli; CTX-M-14 + SHV-12, 1 de E.
coli; CTX-M-9 + TEM-116, 1 de E. coli; SHV-2 + TEM-4, 1 de K. pneumoniae; SHV-5 +
TEM-116, 1 de K. pneumoniae; CTX-M-13 + SHV-12, 1 de K. oxytoca; CTX-M-14 + TEM-
116 + SHV-2, 4 de K. pneumoniae; CTX-M-14 + TEM-116 + SHV-12, 1 de E. colie 1 de
K. pneumoniae; CTX-M-9 + TEM-116 + SHV-5, 1 de E. coli e 1 de K. pneumoniae e CTX-
M -15 + TEM-116 + SHV-12, 1 de E. coli. Os resultados da susceptibilidade de acordo
comos critérios da F ood a nd D rug A dministration ( FDA) ( suscept®edy/mL;
intermediario, 2 -8ug/mL; r esistente2 8ug/mL), e com os critérios do European
Committee o n Antimicrobial Susceptibility Testing ( EUCAST) ( susceptivel,1ug/mL;
intermediario, 1-2ug/mL; resistentes,> 2ug/mL). A actividade da tigeciclina contra E. coli
foi a seguinte: concentragdo minima inibitéria para 50% dos isolados (MIC50), 0,25 mg/L;
MIC para 90% dos isolados (MIC90), 1 mg /L; intervalo da MIC 0,25-2 mg/L; e taxa de
susceptibilidade, 94,4% (EUCAST) /100% (FDA). A sua actividade contra K. pneumoniae
foi a seguinte: MIC50, 1 mg/L; MIC90, 4 mg/L; intervalo da MIC 0,5 - 4mg/L; e taxa de
susceptibilidade, 55,6% (EUCAST) /66,7% (FDA). A MIC da tigeciclina para o isolado da
K. oxytoca foi de 0,5 mg / L. Estes resultados sdo semelhantes aos publicados por outros
autores sobre a E. coli e a Klebsiella spp produtoras de CTX-M ou outras ESBLs. Nao
houve diferencas nas MICs da tigeciclina entre os isolados produtores de duas ou trés
ESBLs. A resisténcia aos aminoglicosideos manteve-se em cercade 10%, mas quase
20% d os isolados foram resistentes a amoxicilina/acido cl avulanico. A r esisténcia ao
cotrimoxazol foi de 39,9% e a ciprofloxacina foi superior a 60%. Estudos anteriores sobre
a act ividade da tigeciclina co ntra as e nterobactérias produtoras de E SBLs mostraram
resultados de su sceptibilidade se melhantes a tigeciclina ( 97,5%), a am oxicilina/acido
clavulanico ( 81%)e aoi mipenemo ( 100%), m as at axad e su sceptibilidade a
ciprofloxacina f oi m uito m aior ( 64,9% vs 36,9% nest e est udo). A ssim, at igeciclina
mantém bo a a ctividade co ntra enterobactérias com mais de uma ESBL. Segundo os
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critérios da FDA, n&o teriam encontrado nenhum isolado resistente. Segundo os critérios
da EUCAST, a E. coli iria mostrar uma proporgao muito baixa de isolados resistentes,
mas cerca de 50% de K. pneumoniae seriam resistentes. A tigeciclina pode ser uma boa
alternativa contra as infecgbes em que as enterobactérias podem estar envolvidas, em
areas com alta prevaléncia de isolados produtores de ESBLs, tendo em conta a elevada
proporcdo de co  -resisténciaao utros antibidticos habitualmente us ados, as

fluoroquinolonas e os aminoglicosideos. N o e ntanto, d eve-seterem contaqueas
infeccbes em que as bactérias produtoras de ESBL estdo envolvidas sao infecgdes
principalmente do tracto urinario bem como os isolados com mais de uma ESBL (quase
65% neste estudo), uma vez que a excregao da tigeciclina é principalmente biliar, com
baixas concentragdes urinarias. Além disso, embora a E. coli apresente uma taxa muito
elevada de susceptibilidade, as estirpes de K. pneumoniae ou de Enterobacter spp

mostram uma maior proporgao de isolados resistentes (Vazquez et al., 2008).

Kelesidis e colaboradores procuraram rever a eficacia de actividade microbioldgica
e clinica da tigeciclina para Enterobacteriaceae resistentes a m ultidrogas ( MDR),
incluindo a quelas resistentes aos b eta-lactdmicos devido a m anifestacédo de b eta-
lactamases de espectro alargado (ESBLs), enzimas AmpC e carbapenemases. Foram
identificados 2 6 es tudos m icrobiolégicos e 1 0 estudos cl inicos. O grau d e a ctividade
microbiolégica da tigeciclina contra 576 isolados de Enterobacter spp MDR foi moderado.
Em estudos clinicos, 69,7% de 33 pacientes tratados com tigeciclina houve eficacia
contra a i nfecgdo ca usada p or Enterobacteriaceae resistentes a o ¢ arbapenemo o u
produtoras de ESBL ou MDR. A tigeciclina é activa microbiologicamente contra a maioria
dos isolados de E. coli produtoras de E SBL ou M DR e par a a gr ande m aioria de
Klebsiella spp produtoras de ESBL ou MDR. A sintese dos dados de estudos relevantes
mostrou que a tigeciclina tem actividade in vitro, de acordo com a F DA, contra mais de
90% d e isolados de E. coli oude Klebsiella spp caracterizados como MDR ou p ela
producdo de ESBLSs, por beta-lactamases AmpC ou p or diminui¢cdo da susceptibilidade
aos carbapenemos. No caso dos isolados de Klebsiella spp, as taxas de susceptibilidade
foram mais baixas segundo as orientagées da EUCAST. Os relatdrios clinicos disponiveis
sobre aut ilizagdo da tigeciclina para o tratamento de infecgdes causadas por
Enterobacteriaceae resistentes referem-se a um numero limitado de pacientes. Uma vez
que a t igeciclina pode ser um dos poucos agentes activos microbiologicamente contra

Enterobacteriaceae MDR, s&o necessarios estudos sobre a eficacia clinica da tigeciclina
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nas infecgdes causadas por estes patogéneos, em especial nas bacteremias e infecgdes
complicadas do tracto urinario (Kelesidis et al., 2008).

77



Concluséo

A disseminagdo comunitaria de Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamases
de espectro alargado, € uma realidade que tem vindo a ser descrita a nivel internacional
e na cional, co ndicionando at erapéutica d as infecgdes da ¢ omunidade, fazendo-a

aproximar da realidade anteriormente tipica do ambiente hospitalar.

A colonizacao f ecal de populagbes pertencentes a ni chos particulares da
comunidade, particularmente a populacdo idosa, cria novos desafios, em termos de
controlo d e infeccdo em instituicbes de cuidados a idosos, bem como podera ditar a
necessidade de rastreio pré-admisséo hospitalar aquando de agudizagbes de patologias
cronicas tipicas desta faixa et aria da p opulagdo. A s situagbes de al tas precoces,
caracteristicas da act ual organizacdo d a pr estacdo d e ¢ uidados de sa ude, co m
recuperagao posterior em unidades de cuidados continuados, terdo o consequente
impacto de p ortadores fecais de Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamases de
espectro al argado, na ec ologia b acteriana de stas unidades e na di sseminacdo a
comunidade em geral.

Esta realidade devera ser tida em conta na or ganizagao geral da prestacéo de
cuidados de saude, nomeadamente na prevencao de instalacdo e controlo de surtos de
infeccdes nosocomiais por bactérias multirresistentes aos antibioticos, bem como na sua

posterior disseminag¢ao comunitaria.

Esta é ja considerada uma nova ameaga em termos de Saude Publica, nos nossos
dias.
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