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RESUMO

O tratamento de pacientes com infeccdo por bactéria multirresistente tem sido considerado um
dos principais desafios para classe médica na atualidade. Objetivou-se neste estudo investigar
a producdo de Beta-Lactamase de Espectro Estendido-ESBL, Klebsiella pneumoniae
carbapenemase-KPC e AmpC em K. pneumoniae e E. coli isoladas de pacientes de um
hospital publico de Mato Grosso do Sul. A deteccdo de beta-lactamases foi realizada por
técnicas fenotipicas previamente descritas. De 41 K. pneumoniae, 95,1% foram produtoras de
ESBL, 19,5% de AmpC e 22,0% de KPC. Das 33 Escherichia coli, 54,5% foram produtoras
de ESBL, 6,1% de AmpC e nenhuma de KPC. A ampliacdo dos conhecimentos a respeito dos
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos contribui com estudos epidemiol6gicos e
auxiliam a Comisséo de Controle de Infeccdo na instituicdo de estratégias para minimizar a
disseminacédo desses patdgenos.

Palavras-chave: beta-lactamases. Klebsiella pneumoniae. Infeccdo Hospitalar. Resisténcia

Microbiana a Antibioticos. E. coli.

ABSTRACT

Treatment of patients with multidrug-resistant bacterial infection has been considered one of
the major challenges for physicians today. This study aimed to investigate the production of
Extended Spectrum Beta-Lactamase-ESBL, Klebsiella pneumoniae carbapenemase-KPC and
AmpC in K. pneumoniae and E. coli isolated from patients at a public hospital in Mato Grosso
do Sul. The detection of beta-lactamases was performed by phenotypic techniques previously
described. From 41 K. pneumoniae, 95.1% were ESBL-producing, 19.5% were AmpC-
producing and 22.0% were KPC-producing. From 33 Escherichia coli, 54.5% were ESBL-
producing, 6.1% (2/370) of AmpC-producing and none KPC-producing. The expansion of
knowledge regarding the mechanisms of antimicrobial resistance contribute to
epidemiological studies and assist the Commission for Hospital Infection Control in
establishing strategies to minimize the spread of these pathogens.

Keywords: Beta-lactamases. Klebsiella pneumoniae. Cross Infection. Drug Resistance

Microbial. E. coli.
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1 INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae é um importante patdgeno hospitalar, responsavel
principalmente por quadros de pneumonia, sepse e infecgdo do trato urindrio (WHO, 2002). A
bactéria Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo que possui ampla distribuicdo na
natureza e assim como K. pneumoniae, faz parte da microbiota intestinal. O isolamento de E.
coli em outro sitio, como na pele e mucosas de pacientes hospitalizados, pode caracterizar
infeccdo (NAVON et al., 2003; SCHWABER et al., 2006).

Entre os principais mecanismos de resisténcia dessas bactérias citam-se
a producdo de enzimas como: beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), beta-lactamase classe C (AmpC) e New Delhi
metallobeta-lactamase (NDM).

As ESBL hidrolisam a cadeia oximino-betalactamica, degradam penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos, ndo degradam carbapenémicos e cefamicinas, e sao
inibidas por inibidores de beta-lactamases (PICAO & GALES, 2007).

As AmpC beta-lactamases séo cefalosporinases que ndo séo inibidas por
inibidores de beta-lactamases, conferem resisténcia as cefalosporinas de primeira, segunda e
terceira geracdo e a maioria das penicilinas (BLACK; MOLAND; THOMSON, 2005;
COUDRON; MOLAND; THOMSON, 2000).

A enzima KPC confere resisténcia a todos os agentes beta-lactamicos, como
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos. Esses Ultimos séo
considerados 0s antibidticos de escolha no tratamento de infec¢bes graves por bactérias
produtoras de ESBL (BABIC; HUJER; BOMONO, 2006).

O presente estudo teve por objetivo investigar a producdo de ESBL, KPC e
AmpC em K. pneumoniae e E. coli isoladas de pacientes atendidos em um Hospital Pablico

terciario de Campo Grande - MS.

2 METODOS

Foram incluidas no estudo K. pneumoniae e E. coli ESBL positivas e/ou

que apresentaram sensibilidade intermediaria ou resisténcia para cefalosporinas (de terceira e

quarta geracgdo), para cefoxitina e/ou para carbapenémicos, isoladas entre agosto 2010 e abril



de 2011, provenientes de pacientes atendidos em um hospital publico terciério de 256 leitos,
em Campo Grande-MS.

A identificacdo dos micro-organismos e a determinacdo da susceptibilidade
antimicrobiana foram realizadas pelo sistema automatizado Vitek 2 (bioMérieux, Marcy

I’Etoile, Franga).

2.1 Identificacdo fenotipica das K. pneumoniae e E. coli produtoras de ESBL, AmpC e

carbapenemase

Para investigar a producdo das beta-lactamases ESBL e KPC foram
utilizados os testes fenotipicos recomendados pelo Control Laboratory Standard Institute -
CLSI (2012).

Para pesquisa de AmpC, adotou-se a metodologia proposta por Coudron
(2005).

Como controle de qualidade dos testes, foi utilizada a cepa American Type
Culture Collection (ATCC) de Escherichia coli ATCC 25922.

2.2 Perfil dos pacientes

Dados demograficos, setor, tempo de internacdo e evolugcdo dos pacientes
foram consultados nos prontuérios médicos. Esses dados foram analisados no programa Epi-

info 3.4.3 (Center for Disease Control and Prevention Software).

2.3 Consideracdes éticas

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, protocolo n° 1752/2010.



3 RESULTADOS

Um total de 115 K. pneumoniae e 470 E. coli provenientes de diferentes
amostras clinicas foram isoladas no periodo de estudo. Destas, 41 K. pneumoniae e 33 E. coli
foram selecionadas de acordo com o perfil de susceptibilidade.

A média de idade dos pacientes infectados por K. pneumoniae e E. coli foi
de 62,6 (+ 24,8) e 58,7 (£22,6) anos, respectivamente. O tempo médio de internacdo dos
pacientes com infeccdo por K. pneumoniae e E. coli foi de 30,7 dias e 18 dias,
respectivamente. A frequéncia de ébitos durante a hospitalizacdo foi de 31,7% (13/41) para
pacientes com isolados de K. pneumoniae e de 21,2 % (7/33) para E. coli.

Klebsiella pneumoniae foi isolada principalmente de pacientes internados
em enfermaria de Clinica Médica - CM (34,1%), Centro de Terapia Intensiva — CTI de
adultos (17,1%) e Pronto Atendimento Medico - PAM (17,1%). Por sua vez, E. coli foi
isolada principalmente de pacientes do PAM (55,5%), CM (11,1%) e CTI de adulto (27,8%).

As espécimes clinicas das quais foram isoladas K. pneumoniae foram: urina
(68,0%), sangue (15,0%), aspirado traqueal (10,0%), exsudato de ferida (5,0%) e ponta de
cateter (2,0%). Escherichia coli foram isoladas de urina (83,3%), de sangue (11,1%) e de
lavado vesical (5,5%).

A Tabela mostra o perfil de resisténcia aos antimicrobianos das K.
pneumoniae e E. coli selecionadas.

Entre todas as K. pneumoniae isoladas no periodo, 95,1% (39/41) foram
produtoras de ESBL, 19,5% (8/41) de AmpC e 22,0% (9/41) de carbapenemase -KPC. Das E.
coli, 54,5% (18/33) foram produtoras de ESBL, 6,1% (2/33) de AmpC e ESBL
simultaneamente e ndo foi encontrada nenhuma produtora de KPC.

O sistema automatizado Vitek 2 identificou 35 K. pneumoniae e 6 E. coli
positivas para ESBL, enguanto que o teste fenotipico manual foi positivo para 39 e 18,

respectivamente.



Tabela - Perfil de resisténcia de 41 K. pneumoniae e 33 E. coli selecionadas para pesquisa de

beta-lactamases, agosto 2010 a abril 2011, Hospital Universitario de Campo Grande-MS.

E. coli (%) K. pneumoniae (%)
Antibiotico

Sensivel Resistente  Sensivel Resistente

Amicacina 89,0 11,0 87,8 12,2
Cefalotina 3,0 97,0 4,9 95,1
Cefoxitina 44,4 55,6 41,5 58,5
Ceftazidima 15,2 84,8 4,9 95,1
Cefotaxima 27,3 72,7 4,9 95,1
Cefepime 27,3 72,7 4,9 95,1
Ertapenem 94,0 6,0 70,7 29,3
Meropenem 100,0 0,0 80,5 19,5
Piperacilina/Tazobactam 78,8 21,2 70,7 29,3
Ciprofloxacino 21,2 78,8 22,0 78,0

4 DISCUSSAO

Dados da literatura referem que pacientes em extremos de idade sdo mais
susceptiveis a infecgdes oportunistas por micro-organismos multirresistentes. Corroborando
com estudo prévio (LUZZARO et al., 2006), na presente casuistica, a maioria dos pacientes
tinha idade superior a 60 anos. Pacientes nessa faixa etaria normalmente sdo portadores de
doencas cronicas e tem o sistema imune menos eficiente (PATERSON, 2006).

As infeccBes por bactérias multirresistentes podem estar relacionadas, entre
outros motivos, com 0 maior numero de Obitos dos pacientes e tempo de internagédo
prolongado, entretanto estes dados ndo foram observados na presente investigacao
(ANDRADE et al., 2006; MILLAN et al., 2012).

Assim como em outro estudo brasileiro de Passo Fundo/RS, neste estudo, as
enterobactérias produtoras de ESBL foram isoladas principalmente em Centros de Terapia

Intensiva (CTI), provavelmente devido ao uso excessivo de antimicrobianos e o risco de



transmissdo de agentes infecciosos entre pacientes (LAGO; FUENTEFRIA; FUENTEFRIA,
2010).

No momento do diagndstico, a maioria dos pacientes estava internada em
enfermaria de Clinica Médica, local este onde nomalmente sdo encaminhados pacientes em
alta do CTI. Os casos de pronto atendimento médico podem estar relacionados com a entrada
de pacientes colonizados provenientes de outras institui¢cbes hospitalares.

Estudos prévios relatam K. pneumoniae e E. coli como importante agentes
de infeccbes do trato urindrio tanto em pacientes hospitalizados como ambulatoriais
(BEIRAO et al., 2011; LAGO; FUENTEFRIA; FUENTEFRIA, 2010), fato esse que justifica
0 maior numero de isolamentos provenientes de amostras de urina em nosso estudo
(MENEZES et al., 2007; NAVON et al., 2003).

Na presente investigacdo foi possivel verificar que a frequéncia de K.
pneumoniae e E. coli produtora de ESBL encontrada é superior a média nacional de
(DALMARCO; BLATT; CORDOVA, 2006; SADER et al., 2004). Digno de nota foi a
observacdo de que a positividade de ESBL no sistema automatizado Vitek 2 foi inferior a
encontrada no teste manual. Esse fato pode ser devido a resultado falso-negativo que esse
sistema automatizado pode liberar na presenca de micro-organismos com baixo nivel de
resisténcia a oximino-cefalosporinas (SPANU et al., 2006). Outros autores referem que se 0
micro-organismo for produtor simultdneo de ESBL e AmpC, o sistema automatizado pode
ndo detectar a presenca de ESBL (DIENSTMANN et al., 2010).

A frequéncia de AmpC encontrada em K. pneumoniae foi semelhante ao
descrito por Meyer et al. (2011), em hospital de emergéncia de Porto Alegre/RS/Brasil.
Amostras AmpC positivas apresentam sensibilidade in vitro para cefalosporinas de amplo
espectro, porém ndo demonstram resultado clinico satisfatério (COUDRON; MOLAND;
THOMSON, 2000), por isso faz-se importante a sua deteccdo no laboratério. De acordo com
estudos prévios (COUDRON, 2005; TSAKRIS et al., 2009), o emprego do AFB em
laboratdrios de rotina melhora a identificacdo de isolados AmpC e possibilita a detec¢cdo de
isolados produtores de ESBL, AmpC e KPC, simultaneamente.

Algumas bactérias expressam mais de um mecanismo de resisténcia e
consequentemente, ocorre falha terapéutica mesmo em uso de diferentes classes de
antibiéticos (PATERSON, 2006).

Por outro lado, foi observado que algumas bactérias com elevada

resisténcia aos carbapenémicos e/ou cefalosporinas de terceira e quarta geracdo nao
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expressam ESBL, AmpC ou carbapenemase sugerindo que outros mecanismos de resisténcia
que ndo a producdo de beta-lactamases devem estar envolvidos. A exemplo disso pode-se
citar perda dos canais de porina 0s quais interferem na penetracdo desses farmacos
(DIENSTMANN et al., 2010).

As E.coli e K. pneumoniae produtoras de ESBL estudadas apresentaram
elevada resisténcia a ampicilina, cefalosporinas, cefoxitina e ciprofloxacina. Assim, 0s
antibidticos carbapenémicos e amicacina poderiam ser considerados como opgao terapéutica,

assim como também observado por Villegas et al. (2011).

5 CONCLUSAO

Este estudo documenta a presenca de K. pneumoniae produtoras de beta-
lactamases ESBL, AmpC e carbapenemase e E. coli produtoras de ESBL e AmpC em hospital
de referéncia no Mato Grosso do Sul, assim como descrito em outras regides do Brasil. A
crescente observacdo de bactérias multirresistentes no ambiente hospitalar impbe a
necessidade de esforgos multidisciplinares. Os fendtipos e genotipos de resisténcia aos
antimicrobianos devem ser pesquisados pelos laboratérios de microbiologia de modo a
melhor contribuir com a escolha terapéutica, além de auxiliar a Comissdo de Controle de

Infeccdo Hospitalar no controle e prevencao da disseminacdo desses patdgenos.
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