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REesumo

Foi objectivo deste estudo determinar a frequéncia de
isolados de E. coli produtores de P-lactamases de largo
espectro (ESBLs) tanto em infecgdes nosocomiais como da
comunidade, e avaliar a susceptibilidade aos antibioticos
entre as estirpes produtoras e ndo produtoras de ESBLs. Dos
131 isolados investigados apenas 9 (6.8%) se enquadraram
nos critérios definidos pelo CLSI para screening de ESBLs,
e a sua presenca foi confirmada por Etest ESBL. Estes
isolados provieram maioritariamente de infecgdes da
comunidade em doentes com idade avangada e historia de
hospitalizagdo prévia. A maioria (66.6%) mostrou resisténcia
simultanea aos B-lactamicos estudados, as quinolonas e aos
aminoglicosideos.
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ABSTRACT

It was the purpose of this study to determine the frequency
of extended-spectrum [-Lactamases (ESBLs) producing
isolates in E. coli, from hospital acquired and community
infections, and to evaluate antibiotic susceptibility between
ESBL producing and non-producing strains. Of 131 isolates
investigated only 9 (6.8%) fulfil CLSI screening criteria for
ESBL, and its production was confirmed by ESBL Etest. This
strains were mainly recovered form community infections in
old aged patients, with an history of previous hospitalisation.
The majority (66.6%) showed simultaneous resistance to the

studied B-lactams, the quinolones and aminoglycosides.
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producdo de P-lactamases de largo espectro
ESBLs) ¢ o principal mecanismo de resistén-

cia aos antibioticos entre a familia das Enterobacte-
riaceae, nomeadamente em E. coli e K. pneumoniae
(1). Estas enzimas tém a particularidade de hidrolizar
as oximinocefalosporinas (cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima, cefepime e cefpiroma) e os
monobactamos. Nao sdo activas contra as cefamicinas
(cefoxitina ¢ cefotetan) e os carbapenemos, ¢ apre-
sentam como caracteristica serem inibidas pelo acido
clavulanico (2). A maioria deriva de mutagdes pontu-
ais das enzimas parentais TEM-1, TEM-2 e SHV-1,
sendo codificadas principalmente em genes de locali-
zagdo plasmidica, mas também cromossomica (3,4).

Actualmente o Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI - anteriormente NCCLS) recomenda
o screening de ESBLs em todos os isolados de
E. coli e K. pneumoniae que apresentem CMlIs > 2 png/mL
frente aos antibioticos cefpodoxima, ceftazidima,
aztreonamo, cefotaxima ou ceftriaxona (5). Dado
ndo existirem dados recentes sobre a ocorréncia de
ESBLs em isolados clinicos de E. coli em hospitais
portugueses, mas apenas a caracterizagao de enzimas
isoladas em estirpes muito resistentes (6,7), foi
nosso objectivo determinar a frequéncia de estirpes
produtoras de ESBLs tanto em infecgdes nosocomiais
como da comunidade, e avaliar a susceptibilidade
aos antibidticos entre as estirpes produtoras e nado
produtoras de ESBLs.

Durante um periodo de trés meses (Janeiro a
Margo de 2006) 131 isolados de E. coli foram inves-
tigados no Laboratorio de Microbiologia do Hospital

S. Teotonio, Viseu. Nao se incluiram isolados duplica-
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dos, sendo todos de pacientes diferentes. A identifica-
¢do das estirpes e os testes de susceptibilidade aos an-
tibidticos (ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico,
aztreonamo, ceftazidima ceftriaxona, ciprofloxacina,
gentamicina, imipenemo, nitrofurantoina, cotrimoxa-
zol) foram realizados no aparelho BD Phoenix® (Bec-
ton Dickinson, Sparks, USA) com recurso a galeria
UNMIC/ID-62 utilizando as guidelines do CLSI. Foi
usada como controlo a estirpe E. coli ATCC 25922.

Para a confirmagdo da produgdo de ESBLs
utilizdmos tiras de Etest ESBL® (AB Biodisk, Solna,
Sweden) contendo num dos lados um gradiente
de cefotaxima (0.25-16 pg/mL) e no outro lado
cefotaxima+acido clavulanico (0.016-1.0 pg/mL). A
interpretacdo dos resultados foi efectuada segundo a
relagdo CMI da cefotaxima/CMI cefalosporina+acido
clavulanico >8, pela apari¢do duma zona “fantasma”
redonda (Fig. 1) ou pela deformacéo da elipse do lado
da cefalosporina. Como controlo positivo e negativo
foram usadas as estirpes HS0FFUP (produtora de
TEM-24) e HO6FFUP cedidas pela Faculdade de
Farmacia da Universidade do Porto.

Dos 131 isolados investigados apenas 9 se
enquadraram nos critérios definidos pelo CLSI
para screening de ESBLs. Estes isolados provieram
maioritariamente de infeccdes da comunidade
em doentes com idade avangada e historia de
hospitalizagdo prévia (Tabela I). Apos a execugdo do
Etest confirmatério todos se revelaram produtores
de ESBLs, sendo portanto a frequéncia de 6.8%. No

Fig.1 — Exemplo de um Etest ESBL confirmatorio positivo
(notar a zona “fantasma).
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entanto, se considerarmos a frequéncia por origem da
infeccdo verificamos que, na infec¢do nosocomial por
E. coli 12.5% (3/24) sdo produtores de ESBLs ¢ na
infeccdo da comunidade 5.6% (6/107). Verificou-se
resisténcia simultanea aos P-lactdmicos estudados, as
quinolonas (ciprofloxacina) e aos aminoglicosideos
(gentamicina) em 6 (66.6%) dos 9 isolados.

Quanto a susceptibilidade aos antibioticos nas
estirpes ndo produtoras de ESBLs, verificamos que
54.9% (67/122) foram susceptiveis a todos os anti-
bidticos testados, ndo se registando resisténcias ao
aztreonamo, ceftriaxona, ceftazidima e imipenemo. A
susceptibilidade a ampicilina, cotrimoxazol, amoxici-
lina/acido clavulanico, ciprofloxacina, gentamicina e
nitrofurantoina foi respectivamente de 57.4%, 77.9%,
81.1%, 89.4 %, 95.9% ¢ 96.5%.

Recentemente, Winokur et al. verificaram que
a prevaléncia de ESBLs ¢ maior na América Latina
e predominantemente em K. pneumoniae (45.4%).
A prevaléncia em E. coli variava entre 4.2-8.5% em
varios continentes, sendo de 5.3% na Europa (3).
Em Espanha varios estudos reportaram prevaléncias
relativamente baixas, variando de 1.55% a 3%,
verificando-se também um elevado niimero de isolados
produtores de ESBLs na comunidade. A resisténcia
a antibidticos ndo P-lactdmicos (cotrimoxazol,
ciprofloxacina e gentamicina) foi mais prevalente em
isolados resistentes a ampicilina (8-11). Rodriguez-
-Bafio et al. identificaram como factores de risco
da infec¢do na comunidade por E. coli produtora
de ESBLs, a diabetes, o uso de fluoroquinolonas,
infec¢des recorrentes do tracto urinario, admissdo
hospitalar prévia ¢ idade avangada (12).

Embora no nosso estudo tenhamos sido capazes de
detectar a producao de ESBLs em E. coli apenas com
a cefotaxima como teste confirmatério, relembramos
que nem sempre isso € possivel devido ao diferente
perfil hidrolitico das ESBLs (as familias TEM e
SHV hidrolizam preferencialmente a ceftazidima, e
a familia CTX-M a cefotaxima), a hiperprodugio da
enzima indutivel AmpC cromossomica e alteragdo
de porinas, especialmente em isolados resistentes a
cefoxitina. A presenca de f-lactamases resistentes
aos inibidores (IRT-B-lactamases) que apresentam
mutagdes na sequéncia codificante ¢ também uma
possibilidade (2,13-16). Dai que o CLSI recomende o
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Tabela I - Caracterizacdo das 9 estirpes produtoras de ESBLs.

Isolados Clinicos de E. coliprodutores de ESBL

Caracterizagio das estirpes CMIs no BD Phoenix (pg/mL) CMIs Etest (ng/mL)
Estirpe Produto O.L H. P. AZT CAZ CRO FOX CIP GEN CT CT/CTL

0676889 Urina C Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.032
0676949 Urina C Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.064
06139319 Urina C Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.094
06157079 Ex.Vaginal C Nao 16 2 >32 <4 <0.125 <2 >16 0.023
06167119 Sangue C Nao 8 <1 >32 <4 >2 <2 >16 0.064
06197679 Urina N Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.125
06278439 Pus N Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.064
06287419  Expectoragdo N Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.094
06361479 Urina C Nao 8 >16 >32 8 >2 <2 >16 0.047

Legenda: O. I. — Origem da Infecgdo; C — Comunidade; N — Nosocomial; H.P. ~Hospitaliza¢do Prévia; AZT — Aztreonamo; CAZ — Ceftazidima; CRO — Ceftriaxona;
FOX — Cefoxitina; CIP — Ciprofloxacina; GEN — Gentamicina; CT — Cefotaxima; CT/CTL — Cefotaxima/Cefotaxima+Acido Clavulanico.

uso simultaneo de pelo menos duas cefalosporinas, a
cefotaxima e a ceftazidima (5).

Os genes que codificam as ESBLs sdo usualmente
encontrados em plasmideos conjugativos, contudo,
tém também sido descritos em integrdes, que sdo
estruturas genéticas altamente eficientes na captura de
cassetes de genes que conferem resisténcia a varios
grupos de antibidticos (aminoglicosideos, quinolonas,
tetraciclinas, trimetoprim, sulfonamidas), diminuindo
fortemente as opgdes terapéuticas (17-19).

O controlo ¢ prevengao da infecgdo (lavagem das
maos) sdo portanto, altamente prioritarios perante

pacientes infectados com FE. coli produtoras de
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