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Resumo

O Enterobacter spp. € um patégeno clinicamente importante em infec¢des de corrente
sanglinea, e esta freqlientemente associado a resisténcia as cefalosporinas de amplo
espectro. Neste microrganismo, a resisténcia geralmente ocorre devido a desrepressao
do gene ampC, mas outros mecanismos de resisténcia também podem existir, como a
producdo de beta-lactamases de espectro ampliado mediada por plasmidios (ESBL), o
que limita as opg¢bes da terapéutica antimicrobiana. Objetivos: A analise do perfil de
sensibilidade, da resisténcia a cefalosporina de quarta geracdo, da similaridade
genética, e da adequacdo da terapia antimicrobiana entre amostras de Enterobacter
spp. isoladas em infec¢bes de corrente sangliinea no complexo Hospital Sdo Paulo/
UNIFESP, em 2003 e 2004. Métodos: Um total de 93 amostras de bacteremia,
consecutivamente coletadas entre janeiro de 2003 e marco de 2004, foram testadas
guanto ao perfil de sensibilidade para 7 agentes antimicrobianos, utilizando a
metodologia do Etest e, seguindo o procedimento para os testes de agar difusao,
descritos pelo NCCLS. Foram utilizadas fitas de Etest ESBL screen para a detecgéo de
beta-lactamases de espectro ampliado nos isolados de Enterobacter spp.. As amostras
de Enterobacter spp. resistentes a cefepima foram selecionadas para a avaliagdo da
similaridade genética através da ribotipagem automatizada, e os dados clinicos e
demograficos dos pacientes com hemocultura positiva para esses isolados foram
avaliados quanto a adequagéo da terapia antimicrobiana. Resultados: As taxas de
resisténcia em Enterobacter spp. variaram de 28% para ceftazidima, 18,3% para
cefotaxima e 12,9% para cefepima. O imipenem foi 0 antimicrobiano mais ativo (100%
de sensibilidade), mesmo contra os isolados AmpC estavelmente desreprimidos. A
ordem decrescente de atividade (% sensibilidade) contra os 93 isolados testados foi:
imipenem (100%) >amicacina (86,0%) >cefepima (84,9%) = gatifloxacina (84,9%)
>piperacilina/tazobactam (81,7%) >ceftazidima (72,0%) >cefotaxima (68,8%). Apenas
46,2% dos isolados de Enterobacter spp. resistentes a ceftazidima apresentaram
sensibilidade a cefepima. A resisténcia cruzada com outros antimicrobianos foi comum
entre as amostras resistentes a ceftazidima e aquelas resistentes a cefepima. A
producdo de ESBL foi encontrada em 5 isolados de Enterobacter spp.. Foram
observados 7 ribotipos distintos entre as 14 amostras de Enterobacter spp. resistentes
a cefepima. Os pacientes com bacteremia por Enterobacter spp. resistente a cefepima,

em sua maioria, possuiam doenca de base potencialmente ou rapidamente fatal e

XV



encontravam-se internados em unidades de terapia intensiva ou unidades cirurgicas.
Cinco entre 16 pacientes com bacteremia por Enterobacter spp. com sensibilidade
reduzida a cefepima receberam terapia antimicrobiana inicial apropriada. A taxa de
mortalidade foi maior no grupo com terapia antimicrobiana empirica inadequada
comparado aquele com terapia antimicrobiana adequada. Conclusbes: Este estudo
mostrou altas taxas de resisténcia a cefepima em Enterobacter spp. isolados de
bacteremia, devido a presenca de mecanismos adicionais de resisténcia além da
producdo de ESBL, e sugere que o uso prévio das cefalosporinas de amplo espectro
pode estar relacionado com a emergéncia de isolados resistentes, e que a terapia
antimicrobiana empirica inadequada pode estar associada a maior mortalidade entre
esses pacientes. A grande variabilidade genética encontrada entre as amostras de
Enterobacter spp. resistentes a cefepima alerta a importancia da politica do uso
apropriado dos agentes antimicrobianos, particularmente das cefalosporinas de amplo

espectro, para restringir a selecdo de isolados resistentes.
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Introducdo 1

1 - INTRODUCAO
1.1- Agente Etiologico

Bacilos Gram-negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae constituem um
dos principais grupos de microrganismos isolados de processos infecciosos. Estes
organismos sdo amplamente distribuidos na natureza, sendo encontrados no solo,
agua, plantas e como indica o nome da familia, no trato intestinal dos seres humanos e
dos animais. Alguns géneros pertencentes a essa familia sdo considerados patdégenos
primérios, causando infecgcbes até mesmo em individuos higidos, enquanto outros
acometem principalmente pacientes hospitalizados e imunocomprometidos (Koneman,
2001).

O género Enterobacter € constituido de bacilos Gram negativos moéveis, com
peritriquios e flagelos, e algumas espécies sdo encapsuladas. S&o anaerobios
facultativos, portanto capazes de fermentar a glicose e lactose como fontes de carbono,

produzindo gas durante seu processo metabdlico.

O género Enterobacter inclui 16 espécies e apresenta algumas caracteristicas
gerais de Klebsiella, mas suas espécies podem ser facilmente diferenciadas das
espécies de Klebsiella por serem moveis, ornitina descarboxilase-positivas e urease
negativas. Entre as espécies de importancia clinica, encontram-se o Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter agglomerans, e Enterobacter sakazakii.
Na tabela 1 estdo incluidas as caracteristicas bioquimicas pelas quais podem ser
diferenciadas essas espécies. Enterobacter taylorae, Enterobacter gergoviae,
Enterobacter asburiae e Enterobacter amnigenus sédo raramente isolados de espécimes
clinicas. Quatro outras espécies (E. intermedius, E. dissolvens, E. nimipressuralis, E.
pyrinus) podem ser encontradas no ambiente ou como patégenos de plantas, mas
ainda ndo foram isoladas de amostras biolégicas humanas (Sanders & Sanders, 1997;
Koneman, 2001).
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Tabela 1- Diferenciacdo entre as espécies de Enterobacter spp. de importancia clinica.

Prova E. E. E. E.
Bioguimica aerogenes cloacae sakazakii agglomerans °
Lisina descarboxilase + - - -
Arginina diidrolase - + + -
Ornitina descarboxilase + + + -
Crescimento em KCN + + + Variavel
Fermentac&o do D-sorbitol + + - Variavel

& Recentemente transferiu-se um dos biétipos de E. agglomerans para o género Pantoea.

E. aerogenes e E. cloacae sdo as espécies mais comumente isoladas de
amostras bioldgicas. Encontram-se amplamente distribuidas na agua, solo, esgoto e
vegetal e fazem parte da microbiota entérica comensal. Estdo associadas a uma
variedade de infec¢des oportunistas que afetam as vias urindrias, o trato respiratorio,

as feridas cutaneas e podem causar septicemia e meningite (Koneman, 2001).
1.2 — Importancia das infec¢cdes por  Enterobacter spp.

As espécies de Enterobacter estdo se tornando patdégenos nosocomiais de
crescente importancia. Na era pré-antibidtica, eles ndo eram detectados como
responsaveis por bacteremias hospitalares. Nos anos de 1970, estabelece-se que
Enterobacter spp. pode ser um patégeno nosocomial, apesar de ser menos comumente
encontrado que Escherichia coli e Klebsiella spp. (McGowan, 1988). Dados do National
Nosocomial Infections Surveillance System (NNIS) mostram que Enterobacter spp. é
responsavel por 5 a 7% de todas as bacteremias nosocomiais nos Estados Unidos
entre 1976 a 1989 (Jarvis et al, 1992), entretanto, a relevancia do Enterobacter spp.
como patdégeno nosocomial tem se destacado nas publicac6es mais recentes do NNIS
(NNIS, 1999). Os dados desse programa, de janeiro-1990 a maio-1999, mostram que a
crescente importancia desse microrganismo como patégeno hospitalar € mais aparente
guando os isolados de unidades de terapia intensiva (UTIs) sao considerados
separadamente do hospital como um todo. Dados recentes mostram que o
Enterobacter spp. foi o patdgeno Gram negativo mais frequentemente isolado de
bacteremias (4,9% de 21.943 isolados), o terceiro microrganismo mais comumente
recuperado de infec¢des do trato respiratério inferior (11,2% de 39.810 isolados) e o
sexto patégeno mais comum de infec¢des do trato urinario (5,1% de 30.701 isolados)

em UTls.
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As analises dos dados do Programa de Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana
SENTRY, em hospitais da América Latina, corroboram com aqueles apresentados pelo
Sistema NNIS. De acordo com o Programa SENTRY, o Enterobacter spp. foi
responsavel por 5,7% das bacteremias, 5,6% das infec¢cbes de pele e tecidos moles,
3,9% das infecc¢des do trato urinario, 4,9% das infec¢bes do trato respiratorio inferior e
8,1% das infec¢Bes adquiridas em UTIs, estando entre os seis patégenos mais
comumente isolados desses sitios infecciosos durante os 5 anos do estudo (1997 a
2001) (Sader et al, 2004). No Brasil, segundo dados desse mesmo programa, O
Enterobacter spp. foi a quarta causa mais frequente de infec¢des urinarias e o quinto
patdgeno mais comum em infec¢cdes da corrente sanglinea, infecgcbes do trato
respiratorio superior e infec¢des de ferida cirdrgica no periodo de 1997 a 1999 (Sader,
2001).

Dados fornecidos pela Comissao de Controle de Infeccdo Hospitalar do Hospital
Sédo Paulo/ UNIFESP mostram que, no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de
2001, o Enterobacter spp. foi o quarto microrganismo mais isolado em infeccdes
hospitalares. Em primeiro lugar, ficou a Pseudomonas aeruginosa, em segundo, 0
Acinetobacter baumannii, em terceiro, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus

coagulase negativa e, em quinto lugar, o Staphylococcus aureus.

Apesar de ocorrerem infecgbes adquiridas na comunidade por Enterobacter spp.,
a grande maioria das infeccdes por esse microrganismo € nosocomial. Pacientes com
risco aumentado de se infectarem por Enterobacter spp. sdo aqueles com internacdo
hospitalar prolongada, presenca de doenca de base grave, imunossupressao,
prematuridade ou baixo peso ao nascer, presenca de cateteres (cateter venoso central,
tubo endotraqueal, cateter urinario) e, principalmente, uso prévio de antimicrobianos,
especialmente, cefalosporinas de amplo espectro (Sanders & Sanders, 1997; Lee et al.,
2002).

As infec¢Bes por Enterobacter podem ser adquiridas por fontes enddgenas e
exbégenas. Varias espécies podem ser encontradas nas fezes de humanos e animais,
na agua, plantas e insetos. Surtos por esse patdégeno séo freqiientemente reportados
em unidades pediatricas, unidades de terapia intensiva, unidades de queimados e
unidades oncoldgicas e, geralmente, estdo relacionados com solugfes intravenosas
contaminadas, derivados do sangue, agua destilada, endoscoOpios, maos de
profissionais de saude, agua para hidroterapia, estetoscépios, swabs de algodao,
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solugdes lipidicas e instrumentos usados para monitorar a presséo intra-arterial (Maki
et al.,, 1996). Contudo a maioria das infeccdes nosocomiais por Enterobacter spp.
parece surgir de sitios enddgenos previamente colonizados do préprio paciente.
Colonizacao do trato gastrintestinal e de outros sitios do organismo com Enterobacter
spp. ocorre freqlientemente nos pacientes gravemente acometidos, especialmente
agueles com terapia antimicrobiana prévia, portanto, debilidade severa associada aos
efeitos supressivos dos antibiéticos na microbiota proporciona uma excelente
oportunidade para colonizacdo por Enterobacter spp.. Essa colonizacdo geralmente
precede a infec¢cdo no organismo (Sanders & Sanders, 1997).

As opcOes terapéuticas para o tratamento de infecgdes causadas por
Enterobacter spp. incluem penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro, aztreonam,
carbapenens e fluorquinolonas. Aminoglicasideos sédo freqlientemente utilizados em
regimes combinados aos [(-lactamicos na tentativa de se evitar o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana. A monoterapia com esses agentes € raramente utilizada
(Hardman, 2000).

Entre as opc¢Oes terapéuticas atuais, as cefalosporinas de quarta geracdo
(cefepima e cefpiroma) sdo potentes antimicrobianos contra bactérias aerdbias Gram-
positivas e Gram-negativas, inclusive as cepas multirresistentes de Enterobactérias,
como o Enterobacter spp. produtores de B-lactamases do tipo AmpC (resistentes as
cefalosporinas de terceira geragéao).

O amplo espectro de atividade da cefepima se deve a sua baixa afinidade a
muitas B-lactamases (especialmente grupo 1 Bush), a permeabilidade aumentada na
membrana externa quando comparada as cefalosporinas de terceira geracdo (5 a 6
vezes maior), a alta afinidade pelas proteinas ligadoras de penicilina e a sua estrutura
caracteristica, a qual contém um grupamento quaternario de amonia na posi¢édo C-3’ do
nicleo da cefalosporina. A cefepima tem poélos positivo e negativo na molécula
(zwiterions), uma propriedade que favorece a penetracdo da mesma através da parede
do microrganismo (Sader & Jones; 1995; Jones, 1998).

Outros agentes de escolha para o tratamento de infec¢cOes causadas por
enterobactérias com sensibilidade reduzidas as cefalosporinas sao os carbapenens, os
guais sdo potentes antimicrobianos utilizados devido a elevada estabilidade desses
compostos frente a hidrélise por grande parte das B-lactamases e, também, por
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apresentarem alta capacidade de penetracdo pela membrana externa bacteriana
(Senda et al. 1996; Yano et al., 2001).

1.3 — Avaliagao da sensibilidade do
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aerogenes, enquanto o sulfametoxazol-trimetoprim possui atividade variavel (Sanders
& Sanders, 1997).

1.4 — Resisténcia aos pB-lactamicos

As taxas de resisténcia antimicrobiana em organismos Gram-negativos adquiridos
em hospitais tém aumentado significativamente nas Ultimas décadas (NNIS, 1996;
NNIS, 1999). Em estudos recentes, 25,3 — 36,4% dos Enterobacter spp. isolados de
UTIs na Europa e nos EUA sao resistentes as cefalosporinas de terceira geracao
(NNIS, 1999; ICARE_NNIS, 1999; Fluit et al.,2001). Dados do SENTRY mostram 36%
de resisténcia a ceftazidima por esse patégeno na América Latina, chegando a 42,9%
de resisténcia em infec¢des do trato respiratério inferior no Brasil (Sader, 2004). Neste
mesmo estudo, a cefepima (84,9 — 96,6% de sensibilidade) e os carbapenens (92,9 —
100% de sensibilidade), imipenem e meropenem, mantiveram-se com boa atividade
contra isolados de E. cloacae e de outros patdgenos dos hospitais avaliados pelo
programa SENTRY.

A resisténcia aos antibioticos B-lactamicos é freqientemente mediada pela hiper-
producdo de [-lactamases cromossomais induziveis do tipo AmpC. Isolados de
Enterobacter spp., inicialmente, podem se apresentar sensiveis aos B-lactamicos in
vitro, mas a resisténcia ocorre durante a terapia devido ao aumento da producao de B-
lactamases. A emergéncia de isolados resistentes as cefalosporinas de terceira
geracao durante o tratamento das infeccdes de corrente sanglinea por Enterobacter
spp. ocorre em aproximadamente 19% dos pacientes tratados com esses
antimicrobianos (Kaye et al., 2001).

InfecgBes causadas por bactérias multirresistentes estdo relacionadas a uma
maior morbi-mortalidade, hospitalizacdo prolongada, e aumento importante no custo da
internacdo, comparadas as infeccdes causadas por microrganismos sensiveis. Um
estudo de coorte realizado por Cosgrove e colaboradores (2002), num hospital
universitario terciario em Boston/EUA, demonstrou que a emergéncia de resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo em Enterobacter spp. estava associada ao aumento
na mortalidade, nos dias de internacdo e nos gastos hospitalares. Os pacientes com
infeccdo por Enterobacter spp. resistente permaneceram internados em média 9 dias a
mais que 0s pacientes controles e o custo hospitalar médio por paciente caso foi

$29.379 mais elevado que o custo hospitalar médio por paciente controle.
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hY

Alguns estudos relatam reducdo na sensibilidade a cefepima em Enterobacter
Spp. € investigam 0s mecanismos responsaveis pela resisténcia a esta droga (Piddock
& Traynor, 1991; Charrel et al., 1996; Fung-Tomc et al., 1996; Tzelepi et al., 2000;
Cantén et al., 2002; Arpin et al., 2003; Aibinu et al., 2003; Bell et al., 2003; Barnaud,
2004). No entanto, h& necessidade de maiores estudos que avaliem os fatores de risco
relacionados a resisténcia do Enterobacter spp. as cefalosporinas de quarta geracao e
demonstrem o custo-efetividade da utilizagdo desse antimicrobiano na terapia das
infeccdes por esse patdgeno.

1.4.1 — Mecanismos de resisténcia aos B-lactdmicos

hY

As taxas de resisténcia bacteriana estdo intimamente relacionadas a maneira
como o0s agentes antimicrobianos sao utilizados em um determinado ambiente.
Bactérias naturalmente resistentes podem ser selecionadas durante o uso de
determinados antimicrobianos, levando a faléncia clinica. Além disso, genes que
codificam a resisténcia antimicrobiana podem ser adquiridos de outras bactérias
(Livermore, 1991; Sanders & Sanders, 1992).

Os B-lactamicos sao os agentes antimicrobianos mais freqientemente utilizados
na pratica médica. A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos B-lactamicos pode
estar relacionada com qualquer uma das etapas envolvidas no mecanismo de acéo
desses antimicrobianos, ou seja, a sintese da parede celular bacteriana (Sanders &
Sanders, 1992). Trés mecanismos basicos de resisténcia aos B-lactamicos tém sido
descritos: i) alteracdo do sitio de ligacdo que, no caso, seriam as proteinas ligadoras de
penicilina (PBPs); ii) alteracdo da permeabilidade da membrana externa bacteriana; iii)
degradacdo da droga através da producdo de B-lactamases.

A afinidade dos agentes antimicrobianos as diversas PBPs € varidvel. Mutagfes
podem alterar PBPs pré-existentes, que passam a apresentar baixa afinidade de
ligacdo aos B-lactamicos, ou levar a producdo de PBPs suplementares que passam
apresentar baixa afinidade aos p-lactamicos e sédo capazes de substituir as PBPs que
se encontram inibidas. Essas PBPs “resistentes” ndo permitem a ligacdo do f-
lactdmico que, dessa forma, ndo podera atuar. A alteracdo das PBPs, levando a
resisténcia aos [-lactdmicos, ocorre mais frequentemente em bactérias como
estafilococos, enterococos, Streptococcus pneumoniae e Neisseria gonorrhoeae
(Livermore, 1991; Sanders & Sanders, 1992).



Introducdo 8

A alteracdo da permeabilidade da membrana externa bacteriana constitui um
mecanismo de resisténcia nas bactérias Gram-negativas. A impermeabilidade da
membrana externa ocorre quando bactérias mutantes passam a nao produzir 0s
habituais canais da membrana externa bacteriana (porinas), locais por onde penetram
os B-lactamicos (Nikaido,1989; Nikaido, 1994). Esse mecanismo de resisténcia é mais
comumente observado entre amostras de P. aeruginosa e bacilos Gram-negativos
fastidiosos (Nikaido, 1989). Em enterobactérias, no entanto, os relatos de mutantes
deficientes de porinas sdo mais raros.

A impermeabilidade da membrana externa é um dos poucos mecanismos de
resisténcia bacteriana no qual uma alteragdo estrutural pode conferir resisténcia as
diversas classes de antimicrobianos (Livermore, 1991). Entretanto, o principal
mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-negativas aos B-lactamicos € decorrente

da producgao de B-lactamases (Garau, 1994).
Producéo de enzimas que catalisam a hidrélise dos B-lactamicos

As B-lactamases sdo enzimas que catalisam a hidrolise do anel B-lactamico,
impossibilitando, assim, a sua atividade antimicrobiana. A resisténcia ao antimicrobiano
B-lactamico ird depender da quantidade de enzima produzida, da habilidade dessa
enzima em hidrolizar o antimicrobiano em questdo e da velocidade com que o -
lactamico penetra pela membrana externa. As p-lactamases sao produzidas por
inimeras espécies bacterianas, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, porém
com diversidades estruturais e localizac6es diferentes. Nas bactérias Gram-positivas,
as p-lactamases sao secretadas para o meio extracelular e , dessa forma sdo menos
ativas que as p-lactamases produzidas pelas bactérias Gram-negativas. Nos
microrganismos Gram-negativos, as p-lactamases encontram-se estrategicamente
situadas no espaco periplasmético, podendo alcancar maiores concentracdes e agir de
modo mais eficaz sobre os antimicrobianos p-lactamicos antes desses atingirem o seu
alvo de acédo, as PBPs (Livermore, 1993). Algumas B-lactamases utilizam ions zinco
como cofatores enzimaticos, enquanto a grande maioria opera via producdo de ésteres
de serina (Livermore, 1995).

O sinal para a codificacdo das p-lactamases pode estar localizado no DNA
cromossOmico, ou no DNA extracromossdmico (plasmideos e transposons) bacteriano
(Livermore, 1991; Livermore, 1993).
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Penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenens podem ser
hidrolisados por varios membros da familia das enzimas p-lactamases, resultando em
compostos inativos microbiologicamente (Bush, 2001).

Desde a década de 70, quando foram identificadas as primeiras B-lactamases,
houve a preocupacédo entre os pesquisadores em estabelecer uma classificacdo para
essas enzimas. A primeira classificagdo fenotipica amplamente aceita foi aquela
proposta em 1973 por Richmond & Sykes, que dividiram as B-lactamases conhecidas,
até aquele momento, em cinco grandes grupos (LI, Ill, IV e V), baseados no perfil
enzimatico (Richmond & Sykes, 1973). A utilizacdo do ponto isoelétrico foi anexada a
primeira proposta principalmente para diferenciagdo das B-lactamases mediadas por
plasmidios (Sykes & Matthew, 1976). Na década de 80, duas outras classificacfes
assumiram importancia: i) MITSUHASHI & INOUE (1981), ii) BUSH (1989). A
classificacdo de BUSH (1989) foi a primeira a correlacionar o substrato preferencial e
propriedades inibitérias a estrutura molecular da enzima (Bush, 1989).

Em 1980, AMBLER prop0s a classificagdo molecular das B-lactamases de acordo
com a sequéncia de aminoacidos das enzimas. Assim foram categorizadas quatro
classes moleculares distintas (Ambler, 1980).

Uma série de novas B-lactamases tem sido descoberta, mas ainda a classificacdo
mais utilizada é aquela proposta por Bush, Jacoby e Medeiros em 1995 (Bush, Jacoby
& Medeiros, 1995), que € uma versdo mais atualizada da classificacdo anterior
proposta por Bush em 1989. Essa classificacdo é bastante aceita e combina as
caracteristicas estruturais e funcionais das p-lactamases e, como pode ser observado
na Tabela 2, divide essas enzimas em quatro grupos. Com o advento de novas e
importantes enzimas, Bush, em 2001, adaptou sua classifica¢do anterior adicionando a
mesma a principal forma de aquisicao dos genes codificadores das B-lactamases

(Bush, 2001). Uma nova versao dessa classificacdo é apresentada na Tabela 3.
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Tabela 2 — Classificagdo esquematica das B-lactamases bacterianas.

Bush, Bush Rychmond &  Mitsuashi Classe Substratos enziméticos I Enzimas representativas
Jacoby, Sykes & Molecular preferenciais _Inlplgao pelos
Medeiros Inoue inibidores de  B-
lactamases
Ac.Clav. EDTA
1 1 la, Ib, Id CSase C Cefalosporinas - - Enzimas AmpC (Bactérias
gram-negativas)
22 2a N.I. PCase V A Penicilinas + - PCases gram-positivas
2b 2b I} PCase | A Penicilinas, cefalosporinas + TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be 2p’ N.I. CXase A Penicilinas, cefalosporinas + - TEM-3 a TEM-26, SHV-2 a
de amplo espectro e SHV-6, Klebsiella oxytoca K1
monobactans
2br N.I. N.I. N.I. A Penicilinas +- - TEM-30 a TEM-36, TRC-1
2c 2c I, v PCase IV A Penicilinas (carbenicilina) + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
2d 2d \% PCase I, lll D Penicilinas (cloxacilina) +/- - OXA-1 a OXA-11, PSE-2
2e 2e Ic CXase A Cefalosporinas + - CSases induziveis do Proteus
vulgaris
2f N.I. N.1. N.1. A Penicilinas, cefalosporinas e + - Enterobacter cloacae (NMC-
carbapenens A),
Serratia marcescens (Sme-1)
3 3 NI N.I. B Maioria dos B-lactamicos + - + Stenotrophomonas maltophilia
carbapenens (L1), Bacteriodes fragilis
(Ccra)
4 4 N.I. N.I. N.D. Penicilinas - ? PCase - Burkolderia cepacia

Abreviaturas: CSase, cefalosporinase; PCase, penicilinase; CXase, cefalosporinase que hidrolisa a cefuroxima; N.I. ndo incluida;
N.D., ndo determinada; Ac. Clav., &cido clavulanico. (Adaptado do artigo de BUSH, JACOBY, MEDEIROS, 1995)
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Tabela 3 — Caracteristicas funcionais e moleculares dos principais grupos de p-
lactamases.

Grupo Sub- Classe Caracteristicas funcionais N°estimado de

Funcional  grypos ~ molecular enzimas
conhecidas
1995 2000

Enzimas freqlilentemente cromossomais em
BGN, mas podem ser codificados por
1 C plasmi_dios. Conferem resisténcia a todos os j3- 32 51
lactamicos, exceto carbapenens (exceto
qgquando combinado com alteragdo porinas).
N&o sao inibidas por acido clavulanico.

2 AeD Grande maioria das enzimas € inibida por 136 256
acido clavulanico

Penicilinases produzidas por Staphylococcus
oa A spp.. e Enterococcus spp.. Conferem altos 20 23
niveis de resisténcia as penicilinas

2b A B-lactamases de espectro reduzido de bactérias 16 16
Gram negativas. Inclui TEM-1 e SHV-1

2be A ESBL conferem resisténcia a cefalosporinas de 36 119
amplo espectro e monobactamicos

2br A B-lactamases derivadas da TEM resistentes ao 9 24
inibidor de B-lactamases (IRT)

2c A Enzimas que hidrolisam a carbenicilina 15 19

2d D Enzimas que  hidrolisam a cloxacilina 18 31
(oxacilina); pouco inibidas pelo &cido
clavulanico

2e A cefalosporinase inibidas por acido clavulanico 19 20

2f A Enzimas que hidrolisam carbapenens com sitio 3 4
ativo serina, inibidas por acido clavulanico

3 3a, 3b, B Metalo-B-lactamases que conferem resisténcia 13 24
3c aos carbapenens e todos os outros fB-

lactamicos com exce¢do dos monobactamicos.
N&o sao inibidas por acido clavulanico

4 ND Enzimas ndo seqglenciadas que nao se 7 9
encaixam em outros grupos

Abreviatura: N.D., ndo determinada (Adaptado do artigo de Bush, 2001).

As espécies de Enterobacter destacam-se junto a outras bactérias produtoras de
B-lactamases cromossomal do grupo 1 de Bush (Tabela 4). Nas cepas de E.
agglomerans e E. gergoviae e alguns isolados de E. sakazakii, a enzima é produzida
em niveis muito baixos e ndo induziveis. I1sso explica a grande susceptibilidade dessas
espécies a ampicilina, cefalosporinas antigas e cefoxitina. A resisténcia natural a esses
agentes é encontrada nos isolados de E. taylorae, E. cloacae, E. aerogenes, E.

asburiae e algumas cepas de E. sakazakii, em geral, devido a presenca das j-
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lactamases cromossomal induzivel do grupo 1 de Bush. Nas cepas selvagens dessas
espécies, essa resisténcia aparece pela alta afinidade da droga a enzima ou em funcéo
do antimicrobiano agir como indutor da producdo da B-lactamase, a qual hidroliza a
droga mais eficientemente apés a inducao. A resisténcia as penicilinas e cefalosporinas
de amplo espectro, inclusive das associagbes com inibidores de p-lactamases, e
aztreonam emerge nas espécies de Enterobacter apés mutacdo cromossomal do gene
ampD que, normalmente, previne altos niveis de expressdo dessas B-lactamases
cromossomal. As proteinas AmpD, AmpG, e AmpR tém sido descritas no envolvimento
da indugcdo das B-lactamases da classe C (Jacobs et al.,1994; Jacobs et al., 1995;
Normark, 1995; Park, 1995).

Tabela 4 — Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases AmpC induzivel®

Género Espécies
Enterobacter aerogenes, cloacae, sakazakii
Citrobacter freundii
Serratia marcescens
Morganella morganii
Hafnia alvei
Providencia rettgeri, stuartii

®0Outras especies (ndo Enterobacteriaceae) com gene AmpC: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Aeromonas
hydrophila, Aeromonas sébria, Chromobacterium violaceum, e Rhodobacter sphaeroides (Adaptado do artigo de Jones, 1998).

AmpD é uma recente N-acetiimuramil-L-alanina amidase que participa na
reciclagem intercelular dos fragmentos de peptideoglicano. A AmpD degrada o
tripeptideo 1,6-anhidro-N-acetilmuramil (tripeptideo 1,6-anhMurNac) para liberar o
tripeptideo L-Ala-D-Glu-meso-diaminopimelic acido (meso-DAP) para direta utilizacdo
na construcdo de novos peptideoglicanos. Mutagdo no gene ampD que resulta na
expressdo de B-lactamases, mesmo na auséncia de um indutor, coincide com o
acumulo do tripeptideo 1,6-anhMurNac (Jacobs et al., 1995). A consequente inativacao
da proteina AmpD leva a uma hiperproducédo semiconstitutiva ou induzida de AmpC em
Enterobacter spp. Em contrapartida, AmpD-mutantes com niveis elevados de
expressdo de B-lactamases mostram um dos trés fenétipos conhecidos (hiperinduzido,
desreprimido e parcialmente desreprimido), os quais estdo associados a diferentes
mutacdes ou, talvez, dependam da regulagédo de genes desconhecidos (Stapleton et
al., 1995a).
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AmpG é uma proteina transmembrana envolvida na permeabilidade do tripeptideo
N-acetilglucosamina(GluNac)-1,6-anhMurNac . Dietz e colaboradores relataram que a
AmpG primariamente afeta o D-pentapeptideo (pentapeptideo dissacaridico; GluNac-
1,6-anhMurNac-L-Ala—D-Glu-meso-Dap-D-Ala-D-Ala), um muropeptideo periplasmatico
que é convertido em uma molécula sinalizadora citoplasmética para indugdo de j-
lactamases. Sem o gene ampG, ndo € possivel a indugdo, nem tdo pouco os altos

niveis de expresséo de B-lactamases (Korfmann & Sanders, 1989; Dietz et al., 1997).

A proteina AmpR atua como um ativador transcricional ligando-se a regiées do
DNA localizadas imediatamente acima (upstream) da regido promotora do gene ampC
(Bartowsky & Normark, 1993). Na auséncia de um p-lactamico indutor, AmpR reprime a
sintese de B-lactamases em 2,5 vezes, enquanto que, na presenca da droga, a

expressdo é induzida de 10 a 200 vezes (Lindberg & Normark, 1987).

Alguns B-lactamicos, como a cefoxitina e o imipenem, sdo potentes agentes
indutores, podendo aumentar de 100 a 600 vezes a expressdo das [B-lactamases

(Stapleton et al., 1995b; Jones, 1998). Sanders e colaboradores (1997) demonstram
que a principal diferenca entre os fortes e fracos indutores esta na afinidade pelas
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A frequéncia de mutacbes que leva a producdo de pB-lactamases AmpC
desreprimidas em uma populacdo bacteriana é em torno de 10°/ UFC (Livermore,
1995). Kuga e colaboradores (2000) demonstraram a facilidade da selecdo de
mutantes AmpR numa freqiiéncia de 10° em Enterobacter cloacae, sugerindo
fortemente que as cepas desreprimidas, tanto como mutantes AmpD ou AmpR, podem

emergir freqlientemente na clinica.

As B-lactamases do grupo 1 de Bush s&o inibidas competitivamente por
cloxacilina, mas néo por acido clavulanico, sulbactam e tazobactam. Varios penems,
carbapenems e monobactamicos inibem B-lactamases AmpC, todavia nenhum desses
inibidores encontra-se disponivel comercialmente (Babini & Livermore, 2000). Entre
esses compostos, destaca-se o Syn 2190 que apresenta o nucleo 1,5 dihidroxi-4-
piridon no carbono 3 do anel monobactamico e que inibe exclusivamente B-lactamases
AmpC (Babini & Livermore, 2000; Danes et al., 2002).

Um fato preocupante na ultima década foi a descoberta dos genes que codificam
para as B-lactamases AmpC em plasmidios. Esses plasmidios sdo divididos em 4
grandes grupos (Rice & Bonomo, 2000) O grupo 1 consiste em genes originados da
AmpC cromossomal de C. freundii (BIL-1, CMY-2, LAT-1, e LAT-2). Membros do grupo
2 estao relacionados com as cefalosporinases cromossomais de E. cloacae (MIR-1 e
ACT-1); membros do grupo 3 estdo relacionados com a AmpC da P. aeruginosa (CMY-
1, FOX-1, e MOX-1); membros do grupo 4 estdo associados as B-lactamases CMY-1
(cluster CMY-1). As B-lactamases do tipo AmpC mediadas por plasmidio tém sido
descritas em muitas bactérias Gram-negativas em todo o mundo. Essas enzimas sao
mais frequentemente encontradas em K. pneumoniae, E. aerogenes, Salmonella spp.
(serovars seftenberg e enteritidis), E. coli, Proteus mirabilis, Morganella morganii, e
Klebsiella oxytoca. A perda de porina em isolados clinicos com plasmidios que
carreiam genes de B-lactamases AmpC pode resultar em resisténcia aos carbapenens
(Bradford et al., 1997; Stapleton et al., 1999).

A aquisicdo de genes AmpC plasmidiais em K. pneumoniae e E. coli foi
inicialmente descrita em 1989, mas apenas recentemente sua ocorréncia em amostras
hospitalares dos Estados Unidos tem sido publicada (Moland et al., 2002; Coudron et
al., 2003). Alvarez e colaboradores (2004) avaliaram a transmissibilidade da resisténcia

a ceftazidima e a natureza das B-lactamases AmpC plasmidiais envolvidas em 752
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amostras resistentes de 25 estados norte americanos. Eles reportaram a ocorréncia
dessas enzimas em 8,5% dos isolados de K. pneumoniae, 6,9%, das K. oxytoca, e 4%
em E. coli. As B-lactamases AmpC envolvidas eram do tipo ACT-1, FOX-5, CMY-2 e
DHA-1.

A hiperproducéo de B-lactamases AmpC confere resisténcia as cefalosporinas de
espectro ampliado, exceto cefepima e cefpiroma. Esses antibiéticos entram
rapidamente na célula bacteriana e tém uma alta afinidade pelas PBPs, entretanto altos
niveis de resisténcia a cefepima (MIC > 32 ug/mL) tém sido encontrados em isolados
clinicos, nos quais a hiperproducdo de cefalosporinase AmpC foi combinada a
deficiéncia de porinas (Piddock & Traynor, 1991; Charrel et al, 1996; Fung-Tomc et al.,
1996).

Um novo mecanismo de resisténcia a cefepima, envolvendo mudancgas na
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lactamases estudado mundialmente. Essas enzimas sao a maior causa de resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos p-lactamicos e tém sido motivo de extensivas
investigacBes microbioldgicas, bioquimicas, genéticas e epidemioldgicas (Casellas,
1994; Bush et al., 1995; Gales et al., 1997).

Os genes que codificam ESBL estéo localizados em grandes plasmideos capazes
de conferir multirresisténcia e sdo mais encontrados em Klebsiella spp. e Escherichia
coli (Philippon et al., 1989; Jacoby & Medeiros, 1991), porém outras bd
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As [B-lactamases capazes de hidrolisar carbapenens incluem uma das mais
recentes classes descritas. Essas enzimas sdo responsaveis por conferir resisténcia
aos carbapenens, a classe de p-lactamicos com o maior espectro de atividade
antibacteriana. A maioria dessas p-lactamases confere resisténcia ndo s6 aos

carbapenens, mas também aos outros B-lactamicos.

Varios estudos tém tentado descrever as propriedades dessas enzimas, contudo,
a maior parte delas possui grande diversidade genética e bioguimica o que acarreta
problemas de classificagdo. Essas enzimas podem pertencer fundamentalmente a dois
grupos distintos: a) Classe molecular A, segundo a classificagdo de Ambler (1980), ou
grupo 2f, segundo a classificacdo de Bush, Jacoby, Medeiros (1995) e b) Classe
molecular B, segundo a classificacdo de Ambler (1980), ou grupo 3, segundo a
classificacao de Bush, Jacoby, Medeiros (1995).

Poucas enzimas pertencentes a classe molecular A ou grupo 2 tém sido
reportadas em enterobactérias. Essas enzimas sdo inibidas por &cido clavulanico,
tazobactam e sulbactam. As seguintes enzimas foram descritas: NMC-A em
Enterobacter cloacae (Nordmann et al., 1993), SME-1 em Serratia marcescens (Yang
et al.,, 1990), SME-2 e SME-3 (Queenan et al., 2000), IMI-1 em Enterobacter cloacae
(Rasmussen et al., 1996), KPC-1 em Klebsiella pneumoniae (Yigit et al., 2001).

NMC-A foi a primeira carbapenemase da classe A identificada de um isolado
clinico de Enterobacter cloacae, NOR-1, em 1990. Essa enzima apresenta
sensibilidade reduzida a imipenem, aztreonam, e menos para meropenem, enquanto
permanece sensivel as cefalosporinas de espectro ampliado. O gene de NMC-A é
cromossomal e sua expressao € induzivel. O gene blayvc.a € precedido por um gene
regulatdrio tipo LysR, o NMC-R, semelhante aquele encontrado acima dos genes que
codificam as cefalosporinases do tipo AmpC. O NMC-R aumenta a biosintese da
enzima a um estado basal e pode elevar ainda mais a produgéo em presenca de um (-
lactdmico indutor. Substituicdes nucleotidicas no gene ampD podem co-regular e levar
a co-expressao estavel da carbapenemase NMC-A junto a hiperexpressao da enzima
AmpC de E. cloacae (Naas et al., 2001).

Apesar da maioria dessas enzimas serem cromossOmicas, a possibilidade de

plasmidios ou integrons incorporarem a parte do DNA cromossdémico que contenha tais
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genes de resisténcia preocupa muito a comunidade cientifica, devido a grande chance

desses plasmidios se disseminarem para bactérias de espécies distintas.

Na classe molecular B ou grupo 3, encontram-se as metalo-B-lactamases que
foram descobertas ha mais de 40 anos em uma amostra de Bacillus cereus. Os genes
gue codificam essas enzimas sao geralmente cromossomais, mas podem também ser
encontrados em plasmidios (Bush, 1998). As enzimas da classe B sdo as Unicas a
terem ions zinco no seu sitio ativo, ou seja, sua atividade catalitica depende desses
fons. Além disso, essas enzimas somente sao inibidas por EDTA ou compostos
derivados do &cido tiolatico, como, por exemplo, o acido 2-mercaptopropiénico, e nao
por inibidores de B-lactamases disponiveis comercialmente, como o acido clavuléanico,

o sulbactam e o tazobactam.

Alguns pesquisadores dividem o grupo 3 em trés grupos funcionais: 3a, 3b e 3c.
No subgrupo 3a estdo as enzimas que hidrolisam penicilinas tdo ou mais rapido que
imipenem. As cefalosporinas sédo usualmente hidrolisadas mais lentamente que o
imipenem. As principais representantes desse grupo séo Bacillus cereus II, Ccra, IMI-1,
L1 e L2. O subgrupo 3b inclui as enzimas de Aeromonas spp. e sdo consideradas as
verdadeiras carbapenemases, pois apresentam alta especificidade pela hidrélise de
carbapenens. O terceiro subgrupo € o 3c e foi proposto para incluir somente a metalo-
B-lactamase da Legionella gormanii. Esta enzima apresenta grande capacidade de
hidrélise de cefalosporinas e apresenta propriedades bioquimicas diferentes das outras
enzimas do grupo 3.

As metalo-B-lactamases da classe B cromossOmicas s&o encontradas em
Stenotrophomonas maltophilia, Myroides (Flavobacterium) odoratum,
Chryseobacterium (Flavobacterium) meningosepticum, Chryseobacterium indologenes,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas soObria, Aeromonas salmonicida, Legionella
gormanii e Bacillus cereus. As enzimas produzidas por esses microrganismos variam
na sequéncia de aminoacidos e na atividade. Por exemplo, as enzimas encontradas em
Aeromonas spp. apresentam atividade hidrolitica contra os carbapenens, enquanto que
as outras enzimas tém amplo espectro poupando apenas o aztreonam (Livermore &
Woodford, 2000).

As metalo-B-lactamases transferiveis pertencem a trés familias: IMP, VIM e SPM.

Existem 11 variagdes de metalo-B-lactamases da familia IMP e 4 tipos de metalo-p-
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lactamases da familia VIM. Essas enzimas tém sido isoladas de algumas
enterobactérias, como Serratia marcescens e Shigella flexneri, e, principalmente, de
Gram-negativos nao fermentadores como P. aeruginosa e Acinetobacter baumannii. A
metalo-p-lactamase VIM-2 foi identificada numa cepa de Enterobacter cloacae na
Coréia. A metalo-p-lactamase SPM-1 é uma enzima identificada recentemente em uma

cepa de P. aeruginosa na cidade de Sao Paulo (Toleman et al., 2002).
Alteragao da permeabilidade de membrana

Dentre os varios mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos, a
producdo de B-lactamases € o mecanismo mais prevalente e importante. No entanto
alteracbes de permeabilidade de membrana externa e efluxo ativo também sé&o

mecanismos descritos em Enterobacter spp.

Para muitos antibiéticos, incluindo o grupo dos B-lactamicos, o principal meio de

transporte através da membrana externa das bactérias entéricas € um notavel grupo de
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rapidamente pela membrana de E. coli (Nikaido, 1994). A proposta para explicar a
sensibilidade do Enterobacter cloacae ao imipenem, em presenca de resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo, baseia-se na maior capacidade de acesso do
imipenem as células alvo, mediada pelo transito rapido, provavelmente, por meio de

diversos canais de porinas (Pechere, 1991).

As porinas podem aumentar ou diminuir as taxas de penetracdo dos antibioticos
B-lactamicos na célula bacteriana (Nitzan et al., 2002). Cada microrganismo possui
caracteristicas proprias e, quanto a permeabilidade da membrana externa, sabe-se que
a membrana de P. aeruginosa € 100 vezes menos permeavel do que a membrana

externa de E. coli (Parr et al., 1987; Yamazaki et al., 1989).

Porinas nao especificas, como OmpF e OmpC de E. coli, formam homotrimeros
na membrana externa. Esses trimeros de porinas sdo constituidos por grandes
subunidades monoméricas que sofrem constricdo no meio da membrana por uma al¢ca
interna, loop 3 (L3) (Koebnik et al., 2000). A resolucdo da estrutura tridimensional da
OmpF e OmpC da E. coli e da OmpK36 da Klebsiella pneumoniae tem levado a
identificacdo dos dominios funcionais dos canais das enterobactérias (Cowan et al.,
1992; Dutzler et al., 1999; Bredin et al.,2002).

Entre os varios mecanismos de resisténcia descritos em Enterobacter spp., a
alteracdo de permeabilidade da membrana externa por uma deficiéncia de porina,
associada a expressao da atividade de cefalosporinases, é freqiientemente detectado
em isolados clinicos resistentes. Entre as enterobactérias, a prevaléncia daquele
fendtipo (deficiéncia de porina) é especialmente alta em E. aerogenes (Charrel et al.,
1996; Malléa et al., 1998). Atualmente existem duas porinas bem caracterizadas de E.
aerogenes envolvidas na suscetibilidade aos p-lactamicos: Omp35 e Omp36. As
diferentes sequéncias e propriedades do canal dessas porinas refletem na diferenca
bioldgica relacionada a sensibilidade aos B-lactamicos. A estrutura da Omp35 esta
intimamente relacionada a familia OmpF das enterobactérias, enquanto a Omp36
pertence ao grupo de porinas similares a OmpC. A caracteriza¢édo funcional da Omp35
mostrou que as atividades do imipenem e cefepima, duas moléculas zwiterions, sao
apenas fracamente afetadas comparadas as drogas com moléculas grandes e
carregadas negativamente (Bornet et al., 2004; Thiolas et al., 2004). Portanto a
presenca da porina Omp35 na bactéria esta associada a sensibilidade aumentada as
grandes cefalosporinas carregadas negativamente como a ceftriaxona. Observagcdes
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similares tém sido reportadas com a OmpK35 e OmpK36 de Klebsiella pneumoniae

(Martinez-Martinez et al., 1996; Doménech-Sanchez et al., 2003).

Os carbapenens tém sido muito utilizados para tratar infeccbes causadas por
Enterobacter spp. multi-resistentes, entretanto a resisténcia a esses agentes esta
comecando a emergir (Ehrhardt et al., 1993; De Gheldre et al., 1997). O mecanismo de
resisténcia aos carbapenens geralmente € uma combinacdo de carbapenemase
especifica e alteragcdo na permeabilidade de membrana (porina) (Tzouvelekis et al.,
1992; Bornet et al., 2000). Dados de Yigit e colaboradores (2002) sugerem que a
resisténcia ao imipenem em E. aerogenes esta associada primariamente a auséncia da
expressdo de analogos das porinas OmpC (42-kDa) e OmpF (39-kDa), o que também
resulta na reducdo da sensibilidade ao meropenem e a cefepima. A incidéncia dessa
resisténcia tende a aumentar com o uso indiscriminado de carbapenens, e o resultado
serd uma constelacdo de mecanismos, incluindo carbapenemases, bomba de efluxo,
deficiéncia de porinas e maior producdo de AmpC, mais do que um simples

mecanismo.

A resisténcia ao carbapenem devido a alteracdes nos lipopolissacarideos também

foi reportada em E. aerogenes (Leying et al., 1991).
1.5 — Resisténcia a outros antimicrobianos e multir resisténcia

Além dos B-lactamicos, outras classes de antimicrobianos como quinolonas e
aminoglicosideos apresentam boa atividade contra Gram-negativos, sendo, muitas
vezes, opcgOes terapéuticas eficazes para o tratamento de infec¢cées causadas por
Enterobacter spp.. Esses antimicrobianos podem ser usados como monoterapia ou
associados aos B-lactdmicos. No entanto, semelhantemente a essa ultima droga, o
aumento do consumo de quinolonas e aminoglicosideos nas ultimas décadas tem

levado ao surgimento de cepas resistentes a esses antibioticos. O programa MYSTIC
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antimicrobianos sdo bactérias resistentes a multiplas drogas, sendo identificados com

mais frequiéncia em pacientes internados em UTIs (Vatopoulos et al., 1999).

A resisténcia a mdultiplas drogas (MDR — multidrug resistance phenotype) esta
relacionada a todas as espécies bacterianas, mas tem sido mais estudada em

Enterobacteriaceae, particularmente em E. coli.

O fendtipo MDR geralmente associa uma diminuicdo na sintese de porinas com
um aumento na atividade de bombas de efluxo para restringir a concentracdo
intracelular de varios antibiéticos, incluindo B-lactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol,
aminoglicosideos e quinolonas. A resisténcia resulta da ativacdo de genes
cromossomais por indu¢ado ou mutacao e por transferéncia de DNA (Livermore, 2003).
O tratamento com uma simples droga pode levar a resisténcia cruzada a outros

antimicrobianos (George, 1996).

Em isolados clinicos que exibem alta resisténcia aos antibidticos de amplo
espectro, MDR € o resultado de hidrdlises enziméticas, mutacdes no sitio de acdo da
droga e modificacdes na permeabilidade do antibidtico, incluindo alteragdo de porina e
inducdo de bombas de efluxo (Charrel et al., 1996; Malléa et al., 1998; Linde et al.,
2002). Nesses casos, a existéncia de cepas clinicas resistentes a varios antibioticos
estruturalmente nédo relacionados contribui para a faléncia da terapia antimicrobiana
dos pacientes, disseminacdo de surtos bacterianos e mudancgas na flora do paciente

devido a vantagem seletiva do microrganismo.

Em E. aerogenes, assim como em outras enterobactérias, tem sido descrito que
alguns componentes da regulacédo da cascata do sistema MDR, por um lado, regulam
negativamente (downregulation) a expresséo de porinas nao especificas da membrana
externa como a OmpF e por outro lado, induzem a superproducdo da bomba de efluxo
AcrAB-TolC (Alekshun & Levy, 1997; Barbosa & Levy, 2000; Chollet et al., 2004), a
qual esta associada a resisténcia as quinolonas em E. coli e Enterobacter cloacae
(Maneewannakul & Levy, 1996; Linde et al., 2002). Essa duplicidade de mecanismos
na ativacdo do MDR pode explicar a resposta rapida e a eficiéncia adaptativa do E.
aerogenes durante o tratamento antimicrobiano e a emergéncia de cepas MDR in vivo
(Bornet et al., 2003; Gayet et al., 2003).
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1.6 — Tipagem Molecular

Nos ultimos anos, a avaliacdo genotipica das amostras através de técnicas
moleculares tem sido utilizada por médicos, microbiologistas e epidemiologistas como
uma importante ferramenta para investigagdo de diversos problemas envolvendo
doencas infecciosas (Pfaller, 1999). A necessidade de avaliar a relagdo ou semelhanca
entre microorganismos de uma mesma espécie pode surgir durante a investigacao de
um surto quando se quer determinar o0 modo de dissemina¢do naquele microambiente
(unidade hospitalar, por exemplo) e/ou a fonte ou origem do patégeno, uma vez que as
caracteristicas fenotipicas ndo sdo suficientes para caracterizar uma determinada cepa
ou clone (Sader et al., 1995; Pfaller et al., 2000). Os resultados obtidos pela aplicagéo
dessa técnica sdo fundamentais ainda na orientacdo das medidas de controle de
infeccédo hospitalar a serem implantadas.

Entre as técnicas de tipagem molecular amplamente utilizadas em Enterobacter
spp. esta a eletroforese em campo elétrico variado (pulsed-field gel electrophoresis —
PFGE) e a ribotipagem. A ribotipagem é um método de tipagem de aplicabilidade
universal e que, com a automacao, tornou-se um método com reprodutibilidade notavel
e de facil interpretacdo; € uma técnica, porém, que ainda necessita de padronizagfes

gerais para uma melhor interpretacdo dos resultados.

A ribotipagem caracteriza as cepas por meio da localizagdo cromossomal e do
namero de cépias do gene do RNA ribossémico (rRNA). O DNA clivado é hibridizado
com sondas nucléicas especificas complementares ao DNA que codifica 0 RNA
ribossomal de E. coli, marcadas isotdpica ou biologicamente. O espectro de
aplicabilidade dessa sonda é amplo, uma vez que seqiéncias de rRNA sdo altamente
conservadas no processo evolutivo dos procariotos. (Hollis et al., 1999).

1.7 — Perfil do consumo de antimicrobianos no Hospi tal Sdo Paulo

O Hospital Sao Paulo (HSP) é um hospital geral que presta assisténcia médica a
populagdo local e de outros municipios do estado. Possui cerca de 644 leitos,
distribuidos em 33 enfermarias de diversas especialidades, sendo 33 leitos em UTIs.
Conta com servicos de transplante de rins, coragdo, pulmdo, figado, pancreas e
medula 6ssea. Inclui todas as especialidades médicas e pronto socorro. Tem carater

publico e a quase totalidade dos pacientes internados é proveniente do Sistema Unico



Introducdo 24

de Saude. Por se tratar de um hospital universitario, sdo encaminhados os casos mais
complexos, que necessitam de maior tempo de internacdo e um namero elevado de
procedimentos invasivos e, por consequéncia, maior consumo e tempo de tratamento
com antimicrobianos. Portanto ndo é de se admirar que esse tipo de instituicdo

concentre altas taxas de microrganismos multirresistentes.

O Servico de Racionalizagdo do uso de antimicrobianos do Hospital Sdo Paulo —
UNIFESP, foi criado em janeiro de 1989 e utiliza como medida de controle uma ficha
para justificativa por escrito quando um dos médicos do hospital deseja prescrever para
seu paciente algum antimicrobiano de uso controlado. A pedra angular desse programa
€ a educacdo meédica continuada que é realizada através da discusséo diaria dos casos
com os médicos dos pacientes. Dessa forma, o hospital conta com uma equipe

exclusiva que visa orientar e controlar a prescrigcao de alguns antimicrobianos.

O namero de antibidticos utilizados no HSP é muito elevado, aproximadamente 40
drogas estao disponiveis no formuléario terapéutico para uso enteral ou parenteral. Em
um estudo realizado nessa instituicdo, analisou-se o perfil de consumo de 14
antimicrobianos (antimicrobianos que apresentaram maior consumo Ou que eram
controlados pelo Servigo de Racionalizagcdo do uso de antimicrobianos do hospital) em
todo hospital, exceto as unidades pediatricas devido a impossibilidade de se obter
valores de DDD nesta populagao. De acordo com esse estudo, 0os antimicrobianos mais
consumidos entre 1996 a 2001 foram as cefalosporinas, e as enfermarias que mais
consumiram antimicrobianos em DDD por 100 pacientes-dia foram as UTIs,
Retaguardas | e I, e Unidade de Transplante de Medula Ossea/ Hematologia. Ainda
nesse estudo, observou-se que as despesas globais com esses antimicrobianos entre
1996 e 2002 diminuiram em aproximadamente 18% (p< 0,012), caindo
progressivamente de R$ 6.527.912,87 em 1996, para R$ 5.354.114,06 em 2001,
apesar da média de pacientes-dia ter se elevado (Hidalgo, 2003).

No ano 2001, o HSP apresentou uma média de 160.668 pacientes-dia/ ano. O
consumo em Dose Diaria Definida (DDD) média anual dos antimicrobianos foi 53,7,
sendo que a DDD média das cefalosporinas foi de 16,7. Entre os antimicrobianos
dessa classe, a ceftriaxona foi 0 mais consumido em gramas e DDD durante o periodo
de 1996 a 2001 (Figura 1). Quanto a ceftazidima, apresentou até 1999 um elevado
consumo em todo hospital, mas apds esse periodo, mostrou uma queda acentuada no

consumo em gramas e DDD. Essa queda foi estatisticamente significante e coincidiu
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com o aumento do consumo das cefalosporinas de quarta geragdo. O cefepima foi
introduzido no HSP em 1998 e, desde entdo evidenciou-se um aumento crescente e
significativo no consumo deste antimicrobiano no hospital (p< 0,012) (Hidalgo, 2003). A
utilizacéo do cefepima pode ter sido importante para tentar estabilizar o consumo dos
glicopeptideos e reduzir o consumo dos carbapenens, segundo as normas
preconizadas pelo Center for Disease Control and Prevention para preservar a atuacao
dessas drogas (CDC, 1994).

Além da cefalosporina de quarta geracao, Hidalgo (2003) mostrou um aumento do
consumo de outros antimicrobianos durante o periodo analisado. Entre eles esta a
vancomicina, ciprofloxacina, imipenem/ cilastatina e as polimixinas B e E. A
ciprofloxacina foi a Unica quinolona analisada e apresentou aumento constante e
significativo de consumo (p< 0,03), representando o terceiro antibiético mais consumido
no HSP durante os anos de 1996 a 2001. No consumo do imipenem, houve uma
tendéncia de aumento, porém ndo estatisticamente significativa. Certamente a
introducdo das cefalosporinas de 4* geracdo pode ter contribuido para diminuir a
utilizacdo desta droga. O elevado consumo de vancomicina pode estar associado a alta
prevaléncia de estafilococos oxacilina resistentes no HSP, documentado no estudo de
Farias e colaboradores (1997). Outros antimicrobianos em que se elevou o consumo
nos ultimos 4 anos, justificado pelo surgimento crescente de bactérias multirresistentes
(principalmente P. Aeruginosa e Acinetobacter spp.) no ambiente hospitalar, séo as
polimixinas B e E (Hidalgo, 2003).

Os aminoglicosideos disponiveis no HSP sdo a amicacina e a gentamicina. Houve
um predominio na utilizagdo da amicacina, a qual esteve entre os antimicrobianos de
maior uso até 1998, mas que, a partir de 1999, apresentou uma diminuicdo significativa
do consumo em todo hospital (p< 0,017). Esse fato também coincide com a introducéo
da cefepima, a qual apresenta boa atividade contra bactérias Gram-negativas e menos
efeitos colaterais (Hidalgo, 2003).

Combater o uso indiscriminado de antimicrobianos e incentivar a administragdo
correta, por tempo adequado, tém sido um desafio permanente. Medidas para diminuir
a resisténcia bacteriana sao fundamentais para qualquer instituicdo. Monitorizar o
consumo dos antimicrobianos €, sem duvida, um dos fatores primordiais para controlar

0 surgimento de resisténcia.
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Diante do que foi exposto e da recente emergéncia de infec¢cdes causadas por
cepas de Enterobacter spp. multirresistentes, € importante que sejam realizados
estudos tanto do perfil de sensibilidade e dos mecanismos de resisténcia, quanto da
adequacdo antimicrobiana para o tratamento das infec¢cbes causadas por esse

patégeno.
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Figura 1 — Consumo das cefalosporinas em DDD médio no periodo de 1996 a 2001 (Hidalgo, 2003).
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2 — OBJETIVOS

1. Avaliar a freqiéncia de amostras resistentes a cefalosporina de quarta
geracao entre isolados de corrente sangiinea de Enterobacter spp. do Hospital
Sao Paulo e do Instituto de Oncologia Pediatrica, UNIFESP no periodo de janeiro/
2003 a marcgo/ 2004;

2. Avaliar os provaveis mecanismos envolvidos na resisténcia a cefalosporina de

guarta geragdo em amostras de Enterobacter spp.;

3. Avaliar a disseminacdo desse patdégeno através da andlise da similaridade
genética entre as amostras de hemocultura isoladas no Hospital Sdo Paulo e no
Instituto de Oncologia Pediatrica, UNIFESP no periodo de janeiro/ 2003 a margo/
2004,

4. Avaliar a adequacéao da terapia antimicrobiana no tratamento das infeccdes de
corrente sangiiinea causadas por Enterobacter spp. resistentes a cefepima.
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3 - METODOS

3.1 — Amostras bacterianas

Foram selecionadas para o estudo 93 amostras de Enterobacter spp., isoladas de
hemoculturas, entre janeiro de 2003 e marco de 2004, provenientes de pacientes
internados no complexo do Hospital Sdo Paulo — Universidade de Sao Paulo (HSP)/
Escola Paulista de Medicina e do Instituto de Oncologia Pediatrica (IOP/ GRAAC). A
medida que estas amostras eram isoladas e devidamente identificadas no Laborat6rio
Central do Hospital S&o Paulo, eram enviadas ao Laboratorio Especial de Microbiologia
Clinica (LEMC) e consecutivamente armazenadas no banco de microrganismos, em
solucéo de glicerol estéril e temperatura ambiente. Somente a primeira amostra isolada

de cada paciente foi incluida no estudo.
3.2 — Identificagcéo bacteriana

A identificacdo do género dos microrganismos foi realizada rotineiramente no
Setor de Microbiologia do Laboratério Central do HSP. A confirmacdo do género e a
identificacdo das espécies foram processadas no sistema Vitek (AMS) (bioMeriux Vitek
Inc., Hazelwood, MO).

3.3 — Avaliacdo da Sensibilidade in vitro aos Antimicrobianos

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados apés isolamento
e subcultivo das amostras em agar sangue por duas vezes, conforme recomendado
pelo National Committee for Clinical Standards — NCCLS (NCCLS, 2004). Definiu-se a
concentracdo inibitéria minima (MIC) como a menor concentragcdo de antimicrobiano
capaz de inibir o crescimento bacteriano. As MIC50 e MIC90 foram definidas como as
menores concentragdes de antimicrobianos capazes de inibir o crescimento de 50% e
90% das amostras, respectivamente. As amostras foram classificadas em sensiveis,
intermediarias ou resistentes, empregando os limites de sensibilidade preconizados

pelo NCCLS (NCCLS, 2004).
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Para o controle de qualidade dos testes de sensibilidade, utlizaram-se as
seguintes amostras da American Type Culture Collection (ATTC): E. coli ATCC 25922,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 , Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

3.3.1 — Preparo do inéculo bacteriano

Apds o crescimento em placas de agar sangue por 18 a 24 horas, com o auxilio
de uma alca de semeadura, 3 a 5 colonias isoladas de Enterobacter spp. foram
transferidas para tubos contendo 5 mL de caldo Muller-Hinton (Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra). A suspensao bacteriana foi homogeneizada e a turvacdo medida em
turbidimetro digital (Baxter®, Sacramento, EUA). Para obtencdo de uma concentragéo
bacteriana em torno de 1,5 x 10® unidades formadoras de colénias (UFC)/ mL
correspondente a 0,5 da escala de McFarland (NCCLS, 2004).

3.3.2 — Etest®

O Etest® é baseado na combinacdo dos conceitos das técnicas de diluicdo e
difusdo. Como outros métodos para deteccéo da MIC, o Etest® quantifica diretamente a
sensibilidade antimicrobiana através dos valores da MIC. Os valores das MICs por
Etest® podem ser mais precisos que aqueles dos métodos convencionais baseados em
diluicdes seriais descontinuas, pois as MICs por Etest® sdo obtidas a partir de um
gradiente de concentracdo predefinida e continua do antimicrobiano. Apesar do
procedimento ser similar ao do teste de disco-difusdo quanto a simplicidade e
flexibilidade, como por exemplo, o inéculo, o meio de cultura e as condi¢cdes de
incubac&o, o Etest® ndo é um método de difuséo e difere totalmente do conceito das
metodologias convencionais de disco-difusdo. O gradiente de concentracdo do

antibiotico é pré-formado, predefinido, estavel e ndo € dependente de difusao.

Quando uma fita de Etest® é aplicada numa superficie de um agar semeado, ha
uma transferéncia direta e efetiva do gradiente antimicrobiano da fita para dentro da
matriz do agar. Um gradiente exponencial, continuo e estavel do antibiético é formado
diretamente abaixo da fita. Apds incubagéo, quando o crescimento bacteriano torna-se
visivel, uma elipse central de inibicdo simétrica é visualizada. O valor da MIC € lido em

pHg/mL na interseccao da borda da elipse com a fita. Devido a grande estabilidade e
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precisdo do gradiente pré-definido, os valores da MIC por Etest® sdo reprodutiveis e

equivalentes aqueles procedimentos de diluicdo preconizados pelo NCCLS.

Foram selecionados para realizacdo da MIC das amostras de Enterobacter spp.
incluidas neste estudo apenas os antimicrobianos de maior relevancia clinica, utilizados
no tratamento de infec¢Bes causadas por este patdogeno. Os antimicrobianos testados
foram: ceftazidima, cefotaxima, cefepima, piperacilina/tazobactam, imipenem,
amicacina e gatifloxacina. A técnica do Etest® foi realizada seguindo rigorosamente as

instrugcBes do fabricante (AB Biodisk, Solna, Suécia).

As suspensdes bacterianas com turbidez correspondente a 0,5 da escala de
McFarland foram uniformemente semeadas em uma placa de Mueller-Hinton agar
(Oxoid, Inglaterra) e apés um intervalo de 15 minutos, as fitas de Etest® contendo os

antimicrobianos foram dispensadas na superficie do agar.

As placas foram incubadas por 16 a 20 horas, a temperatura de 35°C. Conforme
instrugdes do fabricante, a MIC de cada antimicrobiano foi determinada como sendo a
primeira concentracdo acima da interseccéo entre a fita de Etest® e a zona eliptica de
inibicdo do crescimento bacteriano. As amostras foram classificadas como sensiveis,
intermediarias ou resistentes e, as MIC50s, MIC90s e o percentual de sensibilidade dos
isolados de Enterobacter spp. foram calculados de acordo com os limites de

sensibilidade estabelecidos pelo NCCLS para métodos quantitativos (NCCLS, 2004).

3.4 — Deteccgao das amostras de Enterobacter spp. produtoras de  -lactamase de

espectro ampliado (ESBL)

3.4.1 — Etest® ESBL screen

O teste fenotipico para a deteccdo de cepas de Enterobacter spp. produtoras de
ESBLs foi realizado utilizando-se de fitas de Etest® disponiveis comercialmente para a
deteccdo de ESBL em bactérias com B-lactamases cromossomal induzivel. Nestas
fitas, uma das extremidades € impregnada com gradiente de concentracdes estaveis
de cefepima (0,5ug/mL a 32ug/mL) e, a extremidade oposta da mesma fita apresenta
concentragbes de cefepima (0,125ug/mL a 8 ug/mL) associadas a uma concentracao

fixa de &cido clavulanico (2ug/mL).
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Uma suspensédo bacteriana ajustada a 0,5 da escala de McFarland foi
uniformemente semeada na placa de agar Mueller-Hinton (Oxoid, Inglaterra) e apos 15
minutos, as fitas de Etest® foram dispensadas sobre a placa. As placas foram
incubadas a 35T, em aerobiose, por um periodo de 18 a 20 horas. Foram
considerados isolados produtores de ESBL: amostras cuja razdo da MIC de cefepima
(PM) com a MIC de cefepima+acido clavulanico (PML) foi > 8 (reducéo >3,0 diluicbes
logaritmicas na presenca de &cido clavulanico em comparacdo com a MIC de cefepima
isoladamente); isolados que apresentaram uma zona “fantasma” de inibicdo abaixo do
gradiente de concentracéo de cefepima ou apresentaram uma deformacao na elipse de
cefepima (Figura 2). Todos os testes utilizando fitas de Etest® foram realizados
rigorosamente de acordo com as instrugcdes do fabricante. Como cepas controles
utilizou-se E.coli ATCC 35218 e K. pneumoniae ATCC 700603.

(@) (b)

Figura 2 — (a) zona “fantasma” de inibicdo abaixo do gradiente de concentragcdo de cefepima é
indicativo de ESBL. (b) deformacéo na elipse de inibicdo de cefepima também é indicativo de
ESBL (adaptado do artigo de Stlirenburg et al., 2004).

3.5 — Analise da similaridade genética das amostras de Enterobacter spp.

resistentes a cefepima

3.5.1 — Ribotipagem automatizada

Das 93 amostras avaliadas, 14 apresentaram sensibilidade reduzida a cefepima
e, entdo, foram selecionadas para caracterizacdo molecular através da técnica de
ribotipagem automatizada. Uma amostra de Enterobacter cloacae sensivel a cefepima
foi também selecionada para tipagem.

A ribotipagem automatizada foi realizada pelo sistema RiboPrinter® Microbial
Characterization System (Qualicon, Wilmington, EUA). Este processo automatizado

inclui lise da célula bacteriana, clivagem do DNA bacteriano através de enzimas de
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restricdo, separagdo dos fragmentos de DNA em gel de agarose por eletroforese e,

southern blotting.

Preparo das amostras

As amostras foram semeadas em agar sangue e incubadas a 35°C por 24 horas,
em aerobiose. O crescimento bacteriano obtido foi agrupado na placa com o auxilio de
uma alca de loop estéril e descartavel e transferido para a solu¢cdo tampao (Sample
Buffer - Qualicon, Wilmington, DE, USA) com um bastao plastico, também descartavel,
fornecido pelo fabricante. Esta suspensdo composta pelas células bacterianas e 40 pl

de tampéo foi homogeneizada com auxilio de um agitador.

Foram transferidos 30 ulL da suspensdo bacteriana para um tubo conico,

apropriado para introduzir as amostras no aparelho.
Tratamento térmico

O tratamento térmico das amostras foi realizado previamente as etapas
automatizadas inativando nucleases presentes e preparando as células para a lise.
Ciclos de aguecimento e resfriamento foram realizados segundo o programa da
unidade de tratamento térmico (Heat Treatment Station), equipamento que acompanha
o aparelho de ribotipagem.

Apés o tratamento térmico, 5 puL dos Reagentes de Lise A e B (Qualicon,
Wilmington, DE, USA) foram adicionados a cada amostra para iniciar a ruptura da
membrana das células. Em seguida, as amostras foram inseridas no aparelho e

processadas.

Apds o tratamento térmico o aparelho Riboprinter® realizou as seguintes etapas
automatizadas: (1) Preparo do DNA, onde é realizada a extracdo do DNA das células
bacterianas e a fragmentacdo do mesmo com a enzima de restricdo Eco RI; (2)
Separacao e Transferéncia, caracterizada por uma corrida em gel de eletroforese, que
separa os fragmentos por gradiente de peso molecular e pela transferéncia destes
fragmentos que sdo imobilizados em uma membrana pela técnica de Southern blotting
modificado; (3) Processamento da membrana: os fragmentos sdo expostos a um
tratamento quimico-enziméatico com a sonda DNA ribossomal de E. coli e a um
marcador quimioluminescente que revela fragmentos hibridizados; (4) Deteccao: a

imagem da membrana € capturada por uma maquina fotogréfica, digitalizada e
transferida eletronicamente para o computador acoplado ao aparelho. No computador a
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imagem é tratada e comparada com o banco de dados para caracterizagcdo das cepas.
Cinco marcadores de peso molecular sdo distribuidos no gel, o que permite que cada
coluna, representando os dados da amostra, seja normalizada de acordo com um

marcador padrao, baseado na intensidade das bandas (Hollis et al, 1999).

Coeficientes de similaridade s&o calculados pelo sistema de computacao
acoplado ao aparelho, baseando-se na posi¢céo e na intensidade das bandas. Todos os
isolados que apresentam coeficientes de similaridade iguais ou maiores que 0,90
(90%), séo caracterizados com 0 mesmo ribotipo. Amostras que apresentam
coeficientes de similaridade < 0,89, sdo consideradas diferentes, ou com padrbes de

ribotipagem distintos (Hollis et al, 1999).
3.6 — Defini¢bes

Foram utilizadas as seguintes defini¢cdes para o estudo:

Bacteremia verdadeira — foram consideradas bacteremias verdadeiras aquelas
em que houve isolamento de bactérias em hemoculturas associado a quadro clinico
compativel. Os parametros clinicos relevantes incluiam: historia clinica e evolucao
sugestiva, exame clinico sugestivo de quadro infeccioso (Weinstein et al., 1983; Bates
et al., 1991).

Bacteremia Primaria — hemocultura positiva em uma ou mais amostras para
microrganismo ndo relacionado como outro sitio infeccioso e apresentacdo de pelo
menos um dos seguintes sinais e sintomas: febre, hipotensdo ou oliguria (CDC
Definitions of Nosocomial Infections. St Louis: Mosby;1996).

Bacteremia Secundaria - hemocultura positiva em uma ou mais amostras para
microrganismo relacionado como outro sitio infeccioso e apresentacdo de pelo menos
um dos seguintes sinais e sintomas: febre, hipotensdo ou oliguria (CDC Definitions of
Nosocomial Infections. St Louis: Mosby;1996).

Falsa bacteremia ou contaminante — definida como a presenca de hemocultura
positiva na auséncia de sinais ou sintomas de infeccéo (Pittet, 1993).

Bacteremia polimicrobiana  — definida como o isolamento de mais de um
microrganismo durante o mesmo episédio de bacteremia (Hermans, 1970).

A antibioticoterapia prévia foi definida como o uso de antimicrobiano sistémico,
por pelo menos 48 horas, até dez dias precedendo a ocorréncia da infeccdo da

corrente sanguinea (Seifert et al., 1994).
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A gravidade da doenca de base foi definida segundo os critérios descritos por
McCabe & Jackson (1962) com modificacdes, sendo os pacientes classificados em trés
grupos:

Grupo 1 - constituido por doencas rapidamente fatais . S&o enfermidades de
aparecimento abrupto e de rapida evolucdo, cujo progndéstico estima-se em dias ou
semanas. E o caso das leucemias agudas, das leucemias crénicas em crise blastica e
neoplasias em estagio avancado.

Estdo também incluidas neste grupo doencas crbnicas com descompensacao
aguda que acarretam o aumento da letalidade de forma imediata, como por exemplo:
miocardiopatias refratarias necessitando de terapia intensiva, sindrome de hipertensdo
portal com manifestacdes hemorragicas graves, etc.

Grupo 2 - constituido por doencas potencialmente fatais , nas quais a
expectativa de vida € maior. Podendo ser decorrente de alteracdes evolutivas
anatdomicas ou funcionais, previstas na historia natural da doenca. Exemplificando,
estdo a anemia aplasica, as leucemias crénicas, insuficiéncia renal em tratamento
dialitico, insuficiéncia hepatica, pancreatopatias cronicas, doenga pulmonar com
hipercapnia ou hipoxemia basais em niveis considerados ndo criticos, hepatopatia
cronica com hipertensdo portal sem manifestacbes hemorragicas. Ou ainda, doencgas
que acarretam alteracdes na resposta imune, muitas vezes relacionadas a terapia
instituida. Nesta categoria incluem-se 0s pacientes com transplante renal, cardiaco,
pulmonar ou de medula 6ssea, as doengas do coldgeno com terapia imunossupressora
e as neoplasias em tratamento quimioterapico.

Grupo 3 - constituido por doenca de base néo fatal ou auséncia de doenca de
base. Pacientes com doencas de base nao fatais foram considerados como portadores
de doencas com progndstico e sobrevida superiores aos anteriormente citados, cuja
terapia empregada nao foi associada a imunossupressao. Neste grupo, incluem-se as
neoplasias consideradas com cura clinica ap0s tratamento cirdrgico, hipertensao
arterial sistémica de leve a moderada, diabetes mellitus compensado, Ulcera péptica,
hipo ou hipertireoidismo, doenca pulmonar obstrutiva crénica compensada e
miocardiopatia com insuficiéncia cardiaca compensada (classes | e Il, segundo a New
York Heart Association).

As bacteremias foram classificadas como hospitalares , se ocorreram 48 horas
apos a internacdo, ou se ocorreram até 48 horas da data de internacdo hospitalar para

pacientes com hospitalizacdo recente (menos de 2 semanas) e comunitdrias , se
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estavam presentes ou em incubagcdo no momento da internagéo, ndo se associando a
nenhum procedimento hospitalar.

A fonte de bacteremia foi considerada bacteriologicamente confirmada quando
houve evidéncia de infeccéo local, com o crescimento do mesmo agente nas 48 horas
de obtengdo da hemocultura positiva. A fonte, com sinais de infec¢do, mas sem o
isolamento local do mesmo agente, foi considerada como fonte clinica de bacteremia.
Fontes ndo comprovadas bacterioldgica ou clinicamente foram consideradas como
indeterminadas.

As fontes foram designadas como: pulmonar, urinaria, gastrointestinal, pele, ferida
cirargica, sistema nervoso central e relacionadas a cateter endovenoso. A fonte foi
considerada respiratoria (pulmonar) baseada nos dados clinicos e radiolédgicos.

A terapéutica antimicrobiana foi considerada adequada se utilizado pelo menos
um dos antimicrobianos ao qual a bactéria era sensivel “in vitro” nas 48 horas apds a
coleta da hemocultura. A terapia foi designada corrigida , quando um dos antibiéticos a
que a bactéria era sensivel “in vitro” foi introduzido somente apos 48 horas da coleta da
primeira hemocultura positiva. Se o microrganismo isolado ndo era sensivel “in vitro”

aos antimicrobianos utilizados, a terapia foi considerada inadequada .
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4 — Resultados

Entre as 93 amostras clinicas de Enterobacter spp. avaliadas no Hospital Sao
Paulo e no Instituto de Oncologia Pediatrica entre janeiro de 2003 e mar¢co de 2004, o
Enterobacter cloacae foi a espécie mais freqiiente (90,3% - 84 isolados), seguido do
Enterobacter aerogenes (7,5% - 7 isolados). Apenas uma amostra foi identificada como
Enterobacter amnigenus biogrupo 2 (subespécie do grupo cloacae) e outra como
Enterobacter hormaechei. Todas as amostras foram provenientes de hemoculturas e
somente uma por paciente foi incluida no estudo.

A distribuicdo dos 93 isolados de Enterobacter spp. no hospital esta apresentada
na Figura 3 e pode ser simplificada da seguinte forma: unidades pediatricas, incluindo
pediatria clinica, neonatologia e infectopediatria (40,9%); unidades clinicas (22,6%);
unidades cirdrgicas, incluindo ginecologia (14%); UTI adulto (geral) (9,7%); UTI
pediatrica (6,5%); Instituto de Oncologia Pediatrica - IOP (4,3%) e outras unidades
(2,1%).

Aproximadamente metade (47,3%) das amostras de infeccdo de corrente
sanguinea por Enterobacter spp. no HSP entre os anos de 2003 e 2004 foram isoladas
da pediatria (pediatria clinica, neonatologia, infectopediatria e UTI pediatrica).

O Cirurgia B Clinica Médica O Neuroclinica O Nefrologia B Gastroclinica
O Cardiologia B Ginecologia O Hematologia B Neonatologia B Infectopediatria
O Pediatria O UTI pediatrica B UTI adulto H IOP H Outras

Figura 3 — Distribuicdo das 93 amostras de Enterobacter spp. de acordo com as
diferentes unidades clinicas do Hospital Sdo Paulo.
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4.1 — Avaliagéo da sensibilidade aos agentes antimi  crobianos

Na Tabela 6, estdo apresentados os dados referentes a poténcia e ao espectro de
atividade dos 7 agentes antimicrobianos testados pela técnica de Etest® contra as 93
amostras de Enterobacter spp. avaliadas.

Entre os isolados de Enterobacter spp. testados, o carbapenem, imipenem, foi o
anico capaz de inibir o crescimento de 100% das amostras. O segundo antimicrobiano
mais ativo foi a amicacina (MICsy, 3 pg/mL; 86,0%de sensibilidade), seguido da
gatifloxacina (MICsp, 0,03 ug/mL; 84,9% de sensibilidade), e da cefalosporina de quarta
geragao, cefepima (MICsp, 0,09 pg/mL; 84,9% de sensibilidade).

Houve grande variacdo nas taxas de sensibilidade entre as cefalosporinas de
terceira e quarta geracoes. As cefalosporinas de terceira geracao foram os agentes que
apresentaram as menores taxas de sensibilidade. A cefotaxima foi a cefalosporina com
menor atividade antimicrobiana (68,8% dos isolados apresentaram sensibilidade a este
agente), seguido pela ceftazidima (72,2% dos isolados apresentaram sensibilidade). A
cefalosporina de quarta geracéo, cefepima, foi 4 vezes mais potente que a ceftazidima,
ou seja, as MICs para cefepima (MICso, 0,09 ug/mL) foram, em geral, 4 vezes menores
gue as MICs para ceftazidima (MICsp, 0,38 pg/mL).

A quinolona, gatifloxacina, exibiu atividade antimicrobiana contra os isolados de
Enterobacter spp. testados semelhante a cefalosporina de quarta geracao (86,0%de
sensibilidade). A associacdo de peniciina com inibidor de [-lactamase,
piperacilina/tazobactam, também apresentou boa atividade contra esses isolados
(MICsp, 3 pg/mL; 81,7% de sensibilidade).
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Tabela 6 - Atividade antimicrobiana in vitro de diversos agentes contra os 93 Enterobacter spp. isolados de hemoculturas no Hospital

Séo Paulo
Agente Distribuicdo das Concentracées Inibitérias ( pg/mL)° MIC50/90°
Antimicrob (ng/mL) %Sens.” % Res.
' 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 >128 H

B-lactamicos

Cefotaxima 47 8 2 4 3 12 3 14 0,25/ >256 68,8 18,3

Ceftazidima 3 2 35 19 4 1 2 1 4 5 17 0,38/ >256 72,0 28,0

Cefepima 2 34 22 11 3 3 3 1 2 3 9 0,09/ 32 84,9 12,9

Piperacilina/ 1 22 5 1 2 2 1 14  3>25%6 817 15,1

tazohactam

Imipenem 10 62 16 4 1 0,38/ 0,75 100 0

Quinolonas

Gatifloxacina 58 13 1 3 2 2 1 3 1 1 8 0,03/ 16 84,9 14,0

Aminoglicosideos

Amicacina 1 35 39 5 4 3 6 3/32 86,0 9,7

a. A concentracéo inibitéria minima (MIC) foi determinada por E-test.

b. Breakpoints para sensibilidade e resisténcia segundo os critérios do NCCLS [2004]: ceftazidima e cefepima - < 8 ug/mL para isolados sensiveis (S), 16ug/mL
para isolados intermediarios (l) e >32ug/mL para isolados resistentes (R). Cefotaxima: < 8 ug/mL — S, 16-32ug/mL — |, >64ug/mL — R. Piperacilina/
tazobactam: <16/4ug/mL — S, 32/4-64/4ug/mL — |, >128/4pg/mL — R. Imipenem: < 4 pg/mL — S, 8ug/mL — I, >16ug/mL — R. Gatifloxacina: < 2 ug/mL — S,
4ug/mL — 1, >8ug/mL — R. Amicacina: < 16ug/mL — S, 32pg/mL -1, >64ug/mL - R .

c. Os isolados resistentes estdo em vermelho, aqueles com resisténcia intermediéria estdo em preto e os isolados sensiveis estdo em negrito.
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4.2 — Avaliacao das amostras de Enterobacter spp. com sensibilidade reduzida as

cefalosporinas de amplo espectro

A Tabela 7 evidencia a brusca reducao da sensibillidade aos antimicrobianos nos
isolados com sensibilidade reduzida tanto a cefalosporina de terceira geracdo quanto a
cefalosporina de quarta geragdo, quando comparado aos isolados sensiveis a estes
agentes. A porcentagem de sensibilidade aos antimicrobianos contra as amostras de
Enterobacter spp. intermediarias e resistentes a ceftazidima foi muito baixa, sendo que
o imipenem foi 0 Unico agente com boa atividade contra esses isolados. Todos 0s
antibiéticos testados in vitro, exceto imipenem, foram capazes de inibir apenas 50% ou
menos dessas amostras.

Depois do carbapenem, a amicacina e a gatifloxacina foram os antimicrobianos
mais ativos contra os isolados de Enterobacter spp. com sensibilidade reduzida a
ceftazidima (50% de sensibilidade), seguida da cefalosporina de quarta geracéo,
cefepima (46,2% de sensibilidade) e da piperacilina/tazobactam (42,3% de
sensibilidade). Entre os isolados com sensibilidade reduzida a cefepima, o
aminoglicosideo e a quinolona apresentaram porcentagens de sensibilidades ainda
menores (28,6 e 21,4%, respectivamente).

Tabela 7— Comparacgao da sensibilidade antimicrobiana entre isolados de Enterobacter
spp. sensiveis e com sensibilidade reduzida as cefalosporinas de amplo espectro.

Antimicrobiano % Sensibilidade ?
classe/agente Isglat_alos Isolados r_e_sistentes a Isolados re_sistentes ba
sensiveis (67) ceftazidima (26) cefepima (14)
B-lactamicos
Cefotaxima 94,0 3,8 0
Ceftazidima 100,0 0 0
Cefepima 100,0 46,2 0
Piperacilina/tazobactam 97,0 42,3 7,1
Imipenem 100,0 100,0 100,0
Aminoglicosideos
Amicacina 100,0 50,0 28,6
Fluoroquinolona
Gatifloxacina 98,5 50,0 21,4

a - Interpretado pelos critérios do NCCLS 2004; b — |, intermediario e R, resistente.
b — Isolados resistentes e isolados com resisténcia intermediaria.
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Na andlise do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados de
Enterobacter spp. entre as diferentes unidades hospitalares, observou-se um maior
namero de amostras resistentes aos agentes avaliados, especialmente cefalosporinas,
nas UTIs, com apenas 33,3% e 53,3% de sensibilidade a ceftazidima e a cefepima,
respectivamente (Figura 4). A diminuicdo da sensibilidade a essas drogas ocorreu
também nas unidades cirurgicas, seguido das unidades clinicas (adulto). No entanto,
as amostras de Enterobacter spp. isoladas das unidades pediatricas mostraram alta
sensibilidade aos agentes avaliados, com 92,9 % de isolados sensiveis a ceftazidima e

95,2% sensiveis a cefepima.

Figura 4— Distribuicdo em porcentagem das amostras de Enterobacter spp. sensiveis
as cefalosporinas de amplo espectro de acordo com a unidade hospitalar.

A distribuicdo dos 93 pacientes com infec¢cdo por Enterobacter spp., de acordo
com a idade e com a categoria de sensibilidade as cefalosporinas de amplo espectro,
estd apresentada na Tabela 8. Mais da metade dos pacientes encontram-se na faixa
etaria de 0 a 12 anos (infancia). Entretanto, a porcentagem de isolados resistentes as
cefalosporinas é maior nos pacientes com mais de 12 anos (51,2% de resisténcia a
ceftazidima e 24,4% de resisténcia a cefepima), comparado aos pacientes de 0 a 12

anos (10% de resisténcia a ceftazidima e 4% de resisténcia a cefepima).
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N&o houve diferenca importante entre os sexos, masculino e feminino, quanto a

sensibilidade a ceftazidima (18,4% e 31,3% de resisténcia, respectivamente).

Tabela 8 — Freguéncia dos pacientes por idade e porcentagem da sensibilidade a
ceftazidima e a cefepima de acordo com a faixa etaria.

. Categoria de Categoria de

Faixa ceftazidima (%) cefepima (%) Total ()
etaria Sensivel Resistente Sensivel Resistente

0-1 88,5 11,5 96,2 3,8 26
2-12 91,7 8,3 95,8 4,2 24
13-60 48,0 52,0 68,0 28,0 25

> 60 50,0 50,0 75,0 18,7 16
Total 71,4 25,3 84,6 13,2 91

4.3 — Deteccéo fenotipica da produgéo de ESBL

De acordo com os critérios estabelecidos pelo fabricante do Etest® ESBL screen —
cefepima/ cefepima+acido clavulanico (AB Biodisk, Solna, Suécia), das 93 amostras de
Enterobacter spp. avaliadas, apenas 5 (5,4%) foram consideradas produtoras de B-
lactamases de espectro ampliado (ESBLS), as quais apresentaram teste fenotipico
positivo como demonstrado na Figura 5. Entre as amostras resistentes as
cefalosporinas de amplo espectro, a produgédo de ESBLs ocorreu em 19,2% das
amostras resistentes a ceftazidima e 28,6% daquelas com sensibilidade reduzida a
cefepima.

Entre os isolados produtores de ESBL pelo teste fenotipico, um deles, identificado
como Enterobacter amnigenus biogrupo 2, apresentou sensibilidade in vitro a cefepima,
com MIC de 2 pg/mL para este antimicrobiano. As cefalosporinas de terceira geracéo
apresentaram-se resistentes para todos os isolados produtores de ESBL, e a penicilina
de amplo espectro, piperacilina, associada ao inibidor de beta-lactamase, tazobactam,
foi capaz de inibir o crescimento de 2 desses isolados (Tabela 9).

Apenas uma amostra com fenoétipo positivo para a producdo de ESBL apresentou
resisténcia a gatifloxacina (MIC 32 pg/mL), sendo que uma das amostras sensivel a
este antimicrobiano (paciente 11), mostrou também sensibilidade ao aminoglicosideo

amicacina.
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Entre os antimicrobianos avaliados, o imipenem foi 0 Unico capaz de inibir o
crescimento de 100% dos isolados produtores de ESBL.

Observa-se que, entre as amostras intermediarias e resistentes a cefepima com
fendtipo negativo para a producédo de ESBL as concentracdes inibitérias minimas para
este antimicrobiano mostraram-se, em geral, mais elevadas comparadas as MIC
daquelas com fendtipo positivo para ESBL. O mesmo se aplica a cefalosporina de
terceira geracao, ceftazidima (Tabela 9).

A gatifloxacina e a piperacilina/tazobactam foram, depois do carbapenem, 0s
antimicrobianos mais potentes contra as amostras de Enterobacter spp. produtoras de
ESBL. Em relacdo as 16 amostras avaliadas na tabela 9, € importante ressaltar que os
Unicos isolados que apresentaram sensibilidade para essas drogas sao, também,
produtores de ESBL (amostra dos pacientes 10, 11, 12 e 16 — sensiveis a gatifloxacina;
amostras 12 e 16 — sensiveis a piperacilina/tazobactam).

Tabela 9 — Perfil de sensibilidade e resultado do teste fenotipico para ESBL dos
isolados de Enterobacter spp. com sensibilidade reduzida a cefepima.

N. Pcte Especie Imp Cefotax Amica Pipetazo Gati Ceftaz Cefepima Fendtipo
1 E. cloacae 0,5 >256 24 >256 8 64 >256 -
2 E. cloacae 0,38 | >256 >256 >256 >32 | >256 >256 -
3 E. cloacae 0,38 | >256 12 >256 >32 | >256 >256 -
4 E. cloacae 1 32 24 >256 32 | >256 >256 -
5 E. cloacae 2 32 32 >256 >32 | >256 >256 -
6 E. cloacae 0,75 | >256 96 >256 >32 | >256 256 -
7 E. cloacae 1,5 >256 6 >256 >32 | >256 256 -
8 E. cloacae 0,5 >256 16 64 6 64 192 -
9 E. cloacae 0,38 | >256 >256 256 >32 48 192 +
10 E. aerogenes 1 >256 48 32 0,25 32 32 +
11 E. cloacae 0,38 | >256 2 >256 | 0,02 | >256 32 +
12 E. cloacae 0,38 >256 256 4 1 256 24 +
13 E. cloacae 1,5 >256 96 >256 >32 | >256 16 -
14 | E. cloacae 0,75 | >256 48 >256 >32 | >256 16 -
15 E. cloacae 0,38 | >256 48 >256 16 | >256 8 -
16 E.amnigenus | 0,38 32 192 4 1 >256 2 +

* As concentra¢gfes dentro dos quadros amarelos representam isolados sensiveis aos antimicrobianos
correspondentes.

Abreviaturas: Imp, imipenem; Cefotax, cefotaxima; Amica, amicacina; Gati, gatifloxacina; Ceftaz,
ceftazidima.
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Figura 5 — Amostras de Enterobacter cloacae resistente a cefepima com fendétipo
negativo (a) e, com fen6tipo positivo para a producéo de ESBL. (b e c¢). PM — cefepima,
PML — cefepima + &cido clavulanico.

4.4 — Andlise da similaridade genética entre os iso lados de Enterobacter spp.

resistentes a cefepima

A andlise dos padrdes gerados pela ribotipagem das 14 amostras de Enterobacter
spp. resistentes a cefepima permitiu a identificacdo de 7 ribogrupos distintos, indicando
uma diversidade clonal. Além dessas 14 amostras com resisténcia a cefepima, uma
amostra sensivel a este antimicrobiano isolada no mesmo periodo de tempo que as
amostras resistentes, foi incluida como controle na ribotipagem. Os perfis foram
divididos em ribotipos ou ribogrupos designados pelo niumero da corrida, seguido pelo
namero correspondente da linha em que a amostra foi identificada pela primeira vez.

Dentre os 7 ribogrupos, 3 foram detectados em mais de uma amostra (paciente).
O ribogrupo 150-1 foi detectado em 6 amostras, isoladas em 4 unidades diferentes do
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Hospital S&o Paulo. Uma amostra pertencente a este clone apresentou fenétipo

positivo para ESBL (Tabela 10). O ribogrupo 150-2 foi detectado em 2 amostras

clinicas pertencentes a mesma unidade hospitalar (UTI geral). Os demais ribogrupos

foram isolados em diferentes unidades do HSP. As 4 amostras positivas para a

producéo de ESBL pertencem a ribogrupos distintos, e dentre elas, 3 foram isoladas na

Clinica médica do Hospital Sdo Paulo e uma delas foi isolada no Instituto de Oncologia

Pediéatrica, como pode ser observado na Tabela 10.

Tabela 10 — Similaridade genética das amostras de Enterobacter spp. com sensibilidade
reduzida a cefepima.

N’ _ _ _ Cefepima Tes,t(_e
Paciente Ribogrupo Data Coleta  |Unidade Hospitalar MIC Fenotipico

(ug/mL) ESBL

2 150-1 30-JAN-2003 Gastrocirurgia > 256 -

10 153-7 22-FEV-2003 IOP 32 +

8 150-2 28-FEV-2003 UTI geral 192 -

1 150-2 02-MAR-2003 UTI geral > 256 -

12 150-4 13-MAR-2003 UTI geral 24 +

14 150-1 01-ABR-2003 Enf. 11°andar 16 -

9 150-1 12-JUN-2003 UTI geral 192 +

13 150-7 17-JUN-2003 Enf.11°andar 16 -

6 150-8 23-JUN-2003 Cirurgia cardiac. 256 -

7 150-8 02-SET-2003 UTI geral 256 -

11 153-2 15-JAN-2004 Pediatria 32 +

3 150-1 13-FEV-2004 UTI geral > 256 -

4 150-1 13-FEV-2004 UTI geral > 256 -

> 150-1 16-MAR-2004 Neurocirurgia > 256 -
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Labels Comments Presumptise IDS RibobGroups Sim to Sel RiboPrint{R} Pattern
41A45A Hospital Sao Paulo Enterobacter cloacae RIBOL 222-158-5-1 1.88 II I I I

.93

411235 Hospital Sao Paulo Enterobacter cloacae RIBOL 222-15A-5-1
.92

.G
.55

.57

A28H96 Hospital Sao Paulo Enterobacter cloacas RIBO1L 222-15A-5-1
4135568 Hospital =ao Paulo Enterobacter cloacae RIBOL 222-15A-%5-1
413581 Hospital Sao Paulo Enterobacter cloacae RIBOL 222-15A-5-1
414885 Hospital Sao Paulo Enterobacter cloacae RIBOL 222-15A-5-1

418531 Hospital =ao Paulo Enterobacter cloacae RIBDL 222-15A-:5-2 A.49

= Ul H' | |

.73

418922 Hospital Sao Paulo Enterobacter cloacae RIBOL 222-15A-5-4
411297 Hospital Sao Paulo Enterobacter cloacae RIBOL 222-158-5-7
411334 Hospital Sao Paulo Enterobacter cloacae RIBOL 222-15A-5-3 A.83

412835 Hospital =ao Paulo Enterobacter cloacae RIBOL 222-15A-%5-5

1

3}

5}

A

A

3}
418833 Hospital Sao Paulo Enterobacter cloacase RIBO1L 222-15A-5-2 A.54

A

A

3}

5}

A.51

A

413125 Hospital Sao Paulo Enterobacter cloacae RIBOL 222-153-5-2

413578 Hospital Sao Paulo Entercbacter cloacae RIBOL 222-153-5-5 B.45 II 1II I

.Bh

418748 Hospital Sao Paulo Enterobacter asrogenes RIBO1 222-153-5-7 B.158
418739 Hospital =ao Paulo Enterobacter aerogenes RIBO1 222-153-2-7 B.28

Figura 6 — Foto da Ribotipagem Automatizada caracterizando a similaridade genética
entre os isolados de Enterobacter spp.

4.5 — Analise da adequacdo da terapia antimicrobian a entre os isolados de
Enterobacter spp. resistentes a cefepima

Na Tabela 11, encontram-se alguns dados clinicos e demograficos relacionados
aos pacientes internados no HSP no ano de 2003 e inicio de 2004, que adquiriram
infeccdes de corrente sangilinea por Enterobacter spp. resistente a cefepima e/ou com
fendtipo positivo para a producdo de ESBL.

A maioria das bacteremias resistentes a cefepima foi adquirida no hospital e a
maior parte dos pacientes eram do sexo masculino com mais de 40 anos de idade. As
unidades mais freqientemente relacionadas a internagdo dos pacientes portadores
desta infeccdo foram as unidades de terapia intensiva e as unidades cirurgicas.

Os pacientes, em geral, possuiam doencas de base graves potencialmente fatais
(de acordo com os critérios de classificacdo de McCabe & Jackson, 1962) e,
aproximadamente metade deles desenvolveram bacteremia a partir de um foco
infeccioso distante no organismo. A fonte de todas estas bacteremias secundarias foi
pulmonar (exceto paciente 2, que ndo foi possivel determinar). A maioria desses
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pacientes foi exposta a antibidticoterapia prévia com cefalosporina de terceira geragao,
carbapenem, quinolona, ou com a prépria cefepima. Aproximadamente 50% dos
pacientes com hemoculturas positivas para Enterobacter spp. resistentes a cefepima
foram a ébito.

Entre as espécies de Enterobacter spp. resistentes a cefepima, apenas um dos 14
isolados pertencia a espécie Enterobacter aerogenes (paciente 10), os demais eram
Enterobacter cloacae. Apesar dos isolados 15 e 16 apresentarem sensibilidade a
cefepima (MIC 8pg/mL e 2 pg/mL, respectivamente), o isolado 16 (Enterobacter
amnigenus biogrupo 2) foi positivo no teste fenotipico para a producdo de ESBL.
Outros 4 isolados expostos na tabela 5 também sédo produtores de ESBL (isolados 9,
10, 11 e 12).

Trés dos cinco pacientes com fenétipo positivo para ESBL utilizaram
cefalosporinas de amplo espectro até 10 dias anteriores a coleta da hemocultura (9, 10
e 16). A maioria dos pacientes com Enterobacter spp. produtor de ESBL apresentavam
doencas de base potencialmente ou rapidamente fatais (segundo os critérios de
classificacdo de McCabe & Jackson, 1962) e adquiriram a infeccdo durante a
hospitalizacdo. Apenas um desses pacientes (16) foi a 6bito (relacionado a infec¢éo).

Na tabela 11 pode-se, também, observar, a antibidticoterapia empregada no
momento da coleta (ATB coleta — 48hs) e apdés o isolamento do patégeno na
hemocultura com seu perfil de sensibilidade “in vitro” aos antimicrobianos (ATB pés
isolamento - > 48hs). Apenas 5 das 15 condutas avaliadas foram consideradas
adequadas e 3 foram corrigidas apés o isolamento do patégeno na hemocultura e o
conhecimento da sua sensibilidade in vitro aos antimicrobianos. A antibiéticoterapia de
7 pacientes foi mantida ou alterada inadequadamente apesar dos antimicrobianos de
escolha apresentarem resisténcia in vitro. Tais condutas foram consideradas

inadequadas e podem estar relacionadas com o 6bito de trés pacientes (1, 3 e 15).
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Tabela 11 — Dados demogréficos e clinicos dos pacientes com bacteremia por Enterobacter spp. com sensibilidade reduzida a
cefepima e/ou teste fenotipico positivo para ESBL.

5 , >
P(lsltea Idade, Géi\gggge Unidade Infeccéo Bacteremia \C/:ear:(ztseor ATB ATB coleta islg-lgfngﬁfo Conduta Obito
. ~ . yar c d A~ .
Sexo base” internacéo nosocomial (fonte) central prévio (48hs) (>48hs)° terapéutica
1 74,.M DRF UTI geral sim 12 CRO CRO CRO inadequada sim
2 49,M DPF Gastrocirurgia sim 24(1) CRO CRO IMP corrigida nao
3 76,M DPF UTI geral sim 12 CRO FEP - inadequada sim
4 60,M DRF UTI geral sim 12 IMP IMP IMP adequada sim
5 27,F Neurocirurgia sim
6 33,M DPF ;‘:3{3; sim 22 (P) X IMP IMP IMP adequada  ndo
7 65,M DPF UTI geral sim 2%(P) CRO, CRO IMP corrigida

OXA
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a — Pacientes em negrito (9, 10, 11, 12 e 16) apresentaram fenotipo positivo para a producao de ESBL;

b - Gravidade da doenca de base definida segundo os critérios descritos por McCabe & Jackson (1962): doenca rapidamente fatal (DRF), doenca
potencialmente fatal (DPF) e doencga néo fatal (DNF);

¢ - Utilizagdo de algum antimicrobiano até 10 dias anteriores a coleta da hemocultura;

d - Antibidticoterapia empirica introduzida imediatamente apés a suspeita de bacteremia e coleta da hemocultura;

e - Antibidticoterapia mantida ou alterada de acordo com o patdgeno isolado na hemocultura (aproximadamente 48 hs apos a coleta);

f - Isolados sensiveis a cefepima (15 — MIC 8ug/ml; 16 — MIC 2ug/ml);

Abreviaturas: N. Pcte, nimero do paciente; CTX, cefotaxima; CAZ, ceftazidima; FEP, cefepima; IMP, imipenem; AK, amicacina; CRO, ceftriaxona; VANCO,
vancomicina; OXA, oxacilina; MERO, meropenem; POLI, polimixina; SUL/TRIM, sulfametoxazol/trimetoprim; LEVO, levofloxacina; CIP, ciprofloxacina; 10P,
Instituto de Oncologia Pediatrica; UTI, unidade de terapia intensiva; 1%, bacteremia primaria; 2%, bacteremia secundaria; P, pulm&o; |, indeterminada.
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5 — DISCUSSAO

As infeccdes de corrente sangiinea (ICS) sdo importantes causas de morbidade
e mortalidade em todo mundo. Com base nos certificados de 0Obito, essas infec¢cbes
estdo entre as dez causas de morte mais freqientes nos Estados Unidos. Estima-se
gue ocorram aproximadamente 250.000 casos de ICSs nosocomiais anualmente
(Pittet, 1997). Estudos recentes reportam que a incidéncia das ICSs esta entre 1% nos
pacientes de unidades de terapia intensiva (UTI) (Warren et al., 2001) e 36% nos
pacientes com transplante de medula éssea (Collin et al., 2001). As ICSs em pacientes
de UTI estédo associadas a uma mortalidade atribuida de 35%, um aumento de 24 dias
na internacdo, e um adicional no custo hospitalar de 40.000 dolares por sobrevivente
(Pittet et al., 1994).

Dados do programa NNIS (National Nosocomial Infection Surveillance), gerados
por 80 centros médicos americanos de 1980 a 1992, e dados europeus mostram um
aumento na incidéncia de bacteremias (Jarvis & Martone, 1992; Pittet et al., 1994, Fluit
et al., 2000). As bacteremias primarias constituem mais de 13% de todas as infec¢bes
adquiridas no hospital, e a epidemiologia dos patdégenos responsaveis por essas
infecgbes tem mudado drasticamente nos ultimos 15 anos (Jarvis & Martone, 1992;
Vincent et al., 1995).

O género Enterobacter esta entre 0s principais patdgenos comumente associados
a infec¢des de corrente sanguinea. O programa NNIS mostra que o Enterobacter spp.
foi responsével por 5 a 7% de todas as bacteremias nosocomiais nos Estados Unidos
entre 1976 e 1989 (Jarvis & Martone, 1992). Em 1999, esse mesmo programa
destacou a importancia desse patdgeno nas unidades de terapia intensiva mostrando
gue o Enterobacter spp. foi 0 quinto patégeno e a primeira bactéria Gram negativa mais
frequentemente isolada de bacteremias (4,9% de 21.943 isolados) (NNIS, 1999).

Na América Latina, dados do Programa SENTRY coletados entre 1997 e 2001
demonstraram que o Enterobacter spp. foi responsavel por 5,7% das bacteremias,
estando entre 0s seis patdgenos mais comumente isolados durante os 5 anos do
estudo (Sader et al, 2004). Nos hospitais brasileiros, o Enterobacter spp. foi o quinto
patdgeno mais comum em infec¢gdes da corrente sanguinea no periodo de 1997 a 1999
(Sader, 2001). Dados europeus sdo semelhantes aos das outras regides, com 0
Enterobacter spp. como sétimo microrganismo mais frequentemente isolado de ICSs
(Fluit et al., 2000).
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O presente estudo mostrou uma alta incidéncia de bacteremias por Enterobacter
spp. em pacientes internados nas unidades pediatricas do HSP (47,3%). A maior parte
dessas infec¢cdes parece surgir de sitios enddgenos previamente colonizados do
paciente, como o trato gastrintestinal de pacientes saudaveis e do trato urinario e
respiratério de pacientes hospitalizados, principalmente aqueles com terapia
antimicrobiana prévia (Sanders & Sanders, 1997). Outra provavel fonte, especialmente
em neonatos, seria a disseminacdo das cepas de Enterobacter spp. através de
solugdes intravenosas contaminadas, solu¢cbes de nutricdo parenteral, equipamentos
médicos, ou através dos profissionais de saude (Harbarth et al., 1999; van den Berg et
al., 1999; Tresoldi et al., 2000). Além disso, alguns autores descrevem a possibilidade
da contaminag&do dos neonatos durante o parto, ja que o isolado de Enterobacter spp.
pode ser proveniente da flora intestinal da mée que recebeu terapia antimicrobiana
durante a gravidez (Calil et al., 2001; Talon et al., 2004).

As taxas de bacteremias por Enterobacter spp. em pacientes internados na UTI
geral e aqueles internados na UTI pediatrica do HSP, durante o periodo avaliado, foram
de 9,7 e 6,5%, respectivamente. Os pacientes internados em unidades de terapia
intensiva possuem um risco aumentado de se infectarem por Enterobacter spp. por
diversos fatores, tais como: hospitalizagéo prolongada, complexidade das condi¢gbes de
base, imunossupressdo, prematuridade ou baixo peso ao nascer, presenca de
cateteres (cateter venoso central, tubo endotraqueal, cateter urinario), e,
principalmente, o uso prévio de antimicrobianos (Sanders & Sanders, 1997; Lee et al.,
2002).

O Programa SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiologic
Importance), num estudo realizado em 49 hospitais americanos durante 7 anos,
mostrou que as espécies de Enterobacter spp. sdo mais freqlientemente isoladas de
pacientes em UTIs, do que nas outras unidades de internacao (4,7% bacteremias em
UTI vs 3,1% bacteremias nas outras unidades), ocupando o sexto lugar entre os
principais patdgenos relacionados a ICS em UTI (Wisplinghoff et al., 2004). Os dados
do programa NNIS sdo semelhantes aos do Programa SCOPE com 4,9% das
bacteremias em UTIs causadas por Enterobacter spp., sendo que a UTI mais frequente
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ICS em pacientes cirdrgicos, com 59% das bacteremias causadas por microrganismos
Gram-negativos, além de alta prevaléncia de bacteremias por Acinetobacter spp. e
Enterobacter spp. em pacientes graves né&o-neutropénicos. Eles relacionam essas
infeccbes a focos distantes no organismo, a manipulagdo inadequada do cateter
venoso central e a transmiss@o cruzada entre os pacientes como resultado da baixa

aderéncia as medidas de controle de infecgéo.

A distribuicdo das amostras de infeccdo de corrente sangliinea por Enterobacter
spp. avaliados no HSP e no IOP mostrou uma concentracdo desses isolados nas
unidades relacionadas a pediatria. Entretanto o nimero de isolados resistentes aos
antimicrobianos, especialmente cefalosporinas, foi preocupante entre as amostras das
outras unidades, principalmente das UTIs, onde a resisténcia chegou a 66,7% para
ceftazidima e 46,7% para cefepima (33,3% e 53,3% de sensibilidade, respectivamente)
(Figura 4). A alta sensibilidade a esses antimicrobianos encontrada nas amostras
pediatricas (92,9% para ceftazidima; 95,2% para cefepima) pode ser devida a um
namero mais restrito de antibiéticos que podem ser utilizados em criangas, ja que
esses pacientes demandam cuidados especiais, exigindo maior racionalidade na
prescricdo dos antimicrobianos. Esse dado também sugere que as cefalosporinas de
amplo espectro possam ser utilizadas com maior seguranca entre 0sS pacientes
pediatricos, evitando o uso de outros agentes que sdo fortes indutores de resisténcia

como os carbapenens.

A selecdo de microrganismos resistentes tem sido favorecida pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos no ambiente hospitalar. Esse fato é especialmente
claro entre as Enterobacteriaceae, inclusive entre as espécies de Enterobacter spp..
Estudos realizados em centros médicos americanos relataram a importancia do género
Enterobacter ao observarem que esse microrganismo possuia as mais altas taxas de
resisténcia comparado as outras enterobactérias para cada agente antimicrobiano
avaliado, exceto a ciprofloxacina e ao imipenem (Edmond et al., 1999; Rhomberg et al.,
2004). Rhomberg e colaboradores (2004), ao comparar taxas de sensibilidade do ano
de 1999 com 2001, também reportaram que, entre as principais enterobactérias,
apenas o Enterobacter spp. mostrou uma consistente tendéncia a diminuicdo na

sensibilidade aos agentes testados.

Os dados apresentados neste estudo indicam que, de janeiro de 2003 a marco de
2004, 28% dos 93 isolados de bacteremia por Enterobacter spp. foram resistentes a
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ceftazidima (72% sensibilidade). Esses achados sdo semelhantes aqueles
apresentados pelo Programa SENTRY em hospitais brasileiros (73,3% de
sensibilidade) e em hospitais europeus (73,1% de sensibilidade) (Fluit et al., 2000;
Sader et al., 2004).

O Programa SCOPE (Wisplinghoff et al., 2004) e o Sistema NNIS (NNIS, 1999)
reportaram taxas maiores de resisténcia a ceftazidima entre isolados de Enterobacter
spp. (38,9 e 36,4%, respectivamente) comparadas aquelas do presente estudo (28%).
A porcentagem de amostras resistentes a esse antimicrobiano, apresentada pelo
Programa MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test information Collection
Programme) na Europa (Pfaller et al., 2002) e pelo Programa SENTRY na América
Latina (Sader et al., 2004), também foi elevada (34 e 38,5%, respectivamente). A
diminuicdo da sensibilidade a ceftazidima em isolados das UTIs de hospitais europeus
tem sido reportada, variando de 26% na Suica a 31-48% na Bélgica, Franca, Portugal e
Espanha (Hanberger et al., 1999). Uma taxa ainda mais alta foi descrita em UTIs da

Turquia (68% de resisténcia a ceftazidima) (Aksaray et al., 2000).

Entre o0s sete agentes antimicrobianos testados neste estudo, a ordem
decrescente de atividade (% sensibilidade) contra os 93 isolados testados foi:
imipenem (100%) > amicacina (86,0%) > cefepima (84,9%) = gatifloxacina (84,9%) >
piperacilina/tazobactam (81,7%) > ceftazidima (72,0%) > cefotaxima (68,8%). Apesar
de o numero de isolados sensiveis para cefotaxima ter sido menor do que aqueles para
ceftazidima, a taxa de resisténcia a esse ultimo antimicrobiano foi mais elevada devido
ao maior numero de amostras consideradas intermediarias a cefotaxima. Entre todos
os isolados avaliados, 30,1% (28) deles apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antimicrobianos testados e, apesar de 64,5% (60) das amostras terem sido sensiveis a
todos os antibioticos, 16,1% (15) foram resistentes a quatro agentes ou mais; nenhum

dos isolados apresentou resisténcia aos sete antimicrobianos concomitantemente.

O numero de isolados sensiveis a cefepima encontrado no presente estudo
(84,9%) foi consideravelmente menor se comparado a outros estudos relatados na
literatura. Em 1997, um estudo nacional avaliou a atividade da cefepima em isolados
clinicos de 18 hospitais brasileiros, demonstrando a superioridade da cefepima, com
relacdo a atividade e a poténcia dessa droga frente as outras cefalosporinas (Sader et
al., 1997). Entre as espécies de Enterobacter, a cefepima inibiu o crescimento de até
98% dos isolados e foi de 2 a 8 vezes mais potente que as cefalosporinas de terceira
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geracao. Outro estudo realizado em centros meédicos da América Latina entre 1997 e
2001 apresentou, também, altas taxas de sensibilidade a cefepima em amostras de
Enterobacter spp. (90,3%-América Latina e 92,1%-Brasil) (Sader et al., 2004). Dados
dos Estados Unidos e da Europa mostraram taxas ainda maiores de sensibilidade para
esse agente, variando entre 94,2 e 100% de sensibilidade (Pfaller et al., 2002; Jones et
al., 2003; Nijssen et al., 2004; Rhomberg et al., 2004). Além da atividade, a poténcia da
cefalosporina de quarta geracdo entre as amostras avaliadas nesse trabalho (MIC
50/90 - 0,09/ 32ug/ml) também foi relativamente menor do que aquela apresentada nos
hospitais brasileiros nos anos anteriores (0,064/ 3,0ug/mL) (Sader et al., 1997).

Entre os anos de 1997 e 1999, o Programa SENTRY relatou 80% de sensibilidade
a cefepima em amostras produtoras de B-lactamase cromossomal induzivel resistente
a ceftazidima, coletadas em hospitais brasileiros, incluindo o HSP (Sader et al., 2001).
Dados de 2003 e 2004, do presente estudo, sugerem queda significativa na
sensibilidade a cefalosporina de quarta geragéo entre os isolados Enterobacter spp. do
HSP resistentes a ceftazidima (46,2%) (Tabela 7), os quais apresentaram aumento na
MICso-cefepima de 0,09 pg/mL (isolados sensiveis a ceftazidima) para 16 pg/mL
(isolados resistentes a ceftazidima). Dados de hospitais dos Estados Unidos mostraram
taxas de sensibilidade a cefepima entre isolados resistentes a ceftazidima que variaram
de 94,2 a 97,3% nos anos de 1997 a 2000 (Jones et al., 2003). Nesse mesmo periodo,
o Programa MYSTIC na Europa reportou achados semelhantes, com 93,4% dos
isolados sensiveis a cefepima e resistentes a ceftazidima (Pfaller et al., 2002). A taxa
de resisténcia ao aminoglicosideo nesses isolados (50%) também foi maior que a
mesma relatada nos outros estudos (Pfaller et al., 2002; Jones et al., 2003). Apesar de
a combinagdo com inibidor de B-lactamase piperacilina/tazobactam ter apresentado
atividade contra apenas 42,3% dos isolados resistentes a ceftazidima, esse percentual
de sensibilidade foi consideravelmente alto comparado aqueles observados nas
amostras do Brasil (15,8%) (Sader et al.,2001), dos EUA (15,8 - 26,3%) (Jones et al.,
2003) e da Europa (19,1%) (Pfaller et al., 2002). Essa “maior” atividade da
piperacilina/tazobactam, associada a baixa sensibilidade da cefepima nesses isolados
se deve, possivelmente, & producdo de ESBL como um mecanismo concorrente na

resisténcia.

Outro antimicrobiano que apresentou co-resisténcia importante com a

cefalosporina de terceira geracéo foi a gatifloxacina, representando as quinolonas (50%
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de resisténcia), a qual, assim como a amicacina, mostrou boa atividade entre os
isolados de Enterobacter spp. em geral (84,9 e 86% de sensibilidade,
respectivamente). Alguns autores reportam que a exposi¢cdo prévia a fluorquinolona
esta associada ao isolamento de organismos resistentes as cefalosporinas de amplo
espectro (Antaniadou et al., 1997; White et al., 1997; Talon et al., 2000).

Notavelmente, o imipenem foi o Unico agente capaz de inibir o crescimento de
mais da metade dessas amostras de Enterobacter spp. AmpC desreprimidas (100% de
sensibilidade).

Em particular neste estudo, a avaliacdo da atividade in vitro dos agentes
antimicrobianos contra isolados resistentes a ceftazidima revelou que 50 a 57,7% dos
isolados resistentes a cefalosporina de terceira geracdo apresentaram resisténcia
cruzada com outros antimicrobianos como piperacilina/tazobactam, amicacina,
gatifloxacina e, especialmente, cefepima. Essa alta resisténcia observada é
preocupante e pode comprometer a utilidade desses antimicrobianos como alternativa
a cefalosporina no tratamento de muitas infeccdes. Esses dados sugerem que multiplas
resisténcias podem ser carreadas no mesmo elemento genético moével (p.ex., plasmidio
ou integron), resultando em altos niveis de co-resisténcia em Enterobacter spp..
Portanto, mais esforgcos devem ser feitos para controlar esses isolados resistentes,
incluindo reconhecimento microbiolégico rapido do fenétipo de resisténcia, praticas
rigorosas de isolamento quando amostras produtoras de AmpC sdo detectadas, e
elaboracdo de manual de politica antimicrobiana para limitar o uso excessivo de certos
agentes [(-lactamicos de amplo espectro que tém sido documentados como potentes
indutores de mutantes estavelmente desreprimidos (Ballow & Schentag, 1992; Pfaller et
al., 1997). A luz da excelente atividade do carbapenem frente a esses isolados
produtores de B-lactamases AmpC desreprimidos, € razoavel que se considere esse
agente como antibidtico de primeira linha no tratamento de infeccbes graves por

Enterobacter spp..

Com relacdo aos isolados resistentes a cefepima comparados as amostras
resistentes a ceftazidima e aquelas sensiveis a esses dois agentes, a reducdo na
atividade dos antimicrobianos piperacilina/tazobactam (7,1% de sensibilidade),
amicacina (28,6%) e gatifloxacina (21,4%) foi ainda mais brusca (Tabela 7), o que

também limita o tratamento para uma Unica classe antimicrobiana, os carbapenens.
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No final da década de 90, alguns autores comegaram a relatar um aumento na
taxa de Enterobacter spp. resistentes as cefalosporinas de terceira geragdo (NNIS,
1999; Rhomberg et al., 2004). H4 multiplos mecanismos envolvidos na resisténcia das
Enterobacteriaceae as cefalosporinas de terceira geragcdo, e um simples isolado pode
exibir mais do que um mecanismo. Entre as cepas clinicas de Enterobacter spp., o
principal mecanismo de resisténcia € através da producdo de B-lactamases. Estas
enzimas podem ser codificadas por genes plasmidiais e cromossomais. As [-
lactamases cromossomal AmpC desreprimida sdo comuns nos isolados de
Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp., Proteus vulgaris, Morganella
morganii e Providencia spp. (Jones et al.,, 1997). Os altos niveis de B-lactamases
produzidas pelo mecanismo AmpC séo suficientes para conferir resisténcia a quase
todos os B-lactamicos usados clinicamente, com exce¢do dos carbapenems e das
cefaloporinas de quarta geragédo, como a cefepima e a cefpiroma (Jones, 1998). A
cefepima, diferente da ceftazidima, pode permenecer ativa contra mutantes produtores
de AmpC devido a sua alta velocidade de penetracédo pela membrana externa e maior
estabilidade a degradacao por esse tipo de B-lactamase (Hancock & Bellido, 1992).

A desrepressédo do gene ampC e consequente hiper-producéo de B-lactamases
se deve a uma mutagao no gene cromossomal ampD que, normalmente, previne altos
niveis da expressao dessas B-lactamases por esses organismos (regido regulatéria do
gene ampC) (Sanders, 1992; Chen, Yuan & Livermore, 1995). Tais mutantes ampD tém
sido, frequentemente, referidos como mutantes estavelmente desreprimidos. Outras
proteinas, como a AmpG e a AmpR, parecem também estar envolvidas na inducéo
dessas B-lactamases da classe C ou grupo 1 de Bush (Jacob set al., 1995; Normark,
1995; Park, 1995). O aumento da prevaléncia na resisténcia as cefalosporinas de
amplo-espectro entre as espécies de Enterobacter parece estar associada ao aumento
do uso dos mais novos [-lactamicos (Gallagher, 1990; Chow et al.,1991). Esta
estabelecido que esses mutantes desreprimidos podem ser selecionados durante a
terapia com B-lactamicos, especialmente carbapenens e cefalosporinas de amplo
espectro como a ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona (Stapleton et al., 1995b; Jones,
1998).

Mutantes com altas taxas de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao
estdo, geralmente, presentes em baixos niveis (1 em 10° a 10™) na flora intestinal do

paciente, e a selecdo durante a terapia permite a proliferacdo subsequente desses
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mutantes resistentes. Stearne e colaboradores (2004) mostraram que mutantes
resistentes de E. cloacae sao preferencialmente selecionados in vitro com 2 a 64 ug de
ceftizoxima, uma cefalosporina de amplo espectro, e in vivo com 12 a 384 mg/kg/dia

dessa droga.

A expressao de B-lactamases de espectro ampliado codificadas por plasmidios
(ESBLs) esta disseminada em quase todos os Gram-negativos, sendo predominante na
Escherichia coli e na Klebsiella spp. e, recentemente, descrita nas espécies de
Enterobacter. Essas enzimas conferem resisténcia aos monobactamicos (aztreonam) e
as oximino cefalosporinas (ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima, cefepima). Existem
aproximadamente 150 distintas ESBLs que tém sido caracterizadas e classificadas com
base na sequéncia genética dos aminodacidos. As B-lactamases TEM séo o tipo mais
comum, mas um crescente nimero de enzimas SHV, OXA e CTX-M tem sido também

identificado (http://www.lahey.org/studies/webt.stm).

Em Enterobacteriaceae, a resisténcia aos B-lactamicos de amplo espectro,
através da producdo de ESBL, esta correlacionada ao uso de antimicrobianos,
principalmente a administracdo de algumas cefalosporinas de terceira geracéo
(Jacobson et al., 1995; Kaye et al., 2001). Uma potente ligacdo causal entre resisténcia
e cefalosporinas de terceira geracdo € evidenciada quando, ao restringir a utilizacao
desses agentes, ocorre uma diminuigcdo dos isolados clinicos produtores de ESBLS

(Calil et al., 2001).

A emergéncia de ESBLs nas espécies de Enterobacter é inesperada, dada a alta
propensdo deste género de gerar mutantes produtores de [(-lactamases do grupo 1
estavelmente desreprimidos. Entretanto, algumas espécies de Enterobacter, como E.
gergoviae, Enterobacter agglomerans (Pantoea agglomerans) e alguns E. sakazakii,
ndo se adaptam rapidamente a inducdo ou desrepressdao da AmpC cromossomal. O
primeiro relato de ESBL em Enterobacter, na Espanha, foi num isolado de E.
gergoviae, em 1991, e um achado semelhante foi feito na China (Cheng & Chen, 1994).
Como a resisténcia relacionada a AmpC néo € esperada nessas espécies, a producao
de ESBLs pode constituir a principal estratégia de resisténcia as cefalosporinas de
amplo espectro. E sabido que a hiperproducdo de B-lactamase cromossomal como
resultado de uma mutacdo pode estar associada a um custo bioldgico significativo para
o organismo produtor (Negri & Baquero, 1998). Se um plasmidio carreador de ESBL

esta presente no ambiente, e sua expressdo é de menor custo do que a hiperproducéo
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da enzima cromossomal, entdo ha uma clara oportunidade para a aquisicdo de
plasmidios carreadores de ESBL. Esse evento pode trazer beneficios extras como a
aquisicdo de resisténcia a outros antibioticos, além de que a combinacdo dessas
enzimas com as B-lactamases AmpC permite que essas espécies sejam resistentes as
cefalosporinas de quarta geracao.

Apesar de haver poucos estudos similares na literatura, a frequéncia de isolados
com fendtipo positivo para a producao de ESBL (5,4% - 5 dos 93 Enterobacter spp.), no
presente estudo, foi semelhante aquela de alguns hospitais americanos (D’Agata et al.,
1998; Sanders et al., 2002), onde a maioria das espécies de Enterobacter avaliadas
foram também de E. cloacae, o qual parece ter menor probabilidade de adquirir este
tipo de resisténcia do que o E. aerogenes (Mendes et al., 2000; Talon et al., 2000;
Levison et al., 2002; Aibinu et al., 2003). Todavia, considerando apenas as amostras
resistentes as cefalosporinas de amplo espectro, a producdo de ESBLs (19,2%) foi

maior do que a mesma relatada num estudo francés (10,8%) (Talon et al., 2000).

O programa de Vigilancia Antimicrobiana MYSTIC avaliou a producdo de ESBL
entre 176 enterobactérias isoladas de pacientes internados em UTIs de hospitais
brasileiros. Entre as bactérias avaliadas, 29% eram produtoras de ESBL, sendo a
Klebsiella pneumoniae a espécie mais prevalente (59,2%), seguida do Enterobacter
spp. (19,5%) e E. coli (14,6%) (Mendes et al., 2000). Entre as espécies de Enterobacter
avaliadas por Mendes e colaboradores (2000), o E. aerogenes foi o microrganismo do
género mais freqientemente associado a producédo de ESBLs. Aibinu e colaboradores
(2003) também mostraram uma alta frequéncia de ESBLs em isolados de E. aerogenes
(25%; 6 de 24) comparada a mesma avaliada em isolados de E. cloacae (12,5%; 2 de
16). Esse achado assemelha-se a publicagbes mais antigas, as quais também
documentaram baixa producao de ESBL em E. cloacae (Coudron et al. ,1997; Emery &
Weymouth, 1997; Pitout et al., 1998).

As ESBLs mais comumente encontradas entre as enterobactérias produtoras de
B-lactamases AmpC induziveis pertencem aos grupos TEM e SHV de B-lactamases. As
espécies de Enterobacter tém adquirido plasmidios que codificam para uma variedade
de ESBLs distribuidas em diversos paises, incluindo a China (Chanawong et al.,2002;
Bell et al.,2003), Franca (De Champs et al., 1991; Neuwirth et al.,1996; De Champs et
al., 2000), Reino Unido (Hibbert-Rogers et al., 1995), EUA (Rice et al., 1990; Pitout et
al., 1998; Levison et al., 2002), Grécia (Kartali et al., 2002), México (Silva et al., 1999),
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Austrélia (Gottlieb & Wolfson, 2000), Brasil (Bonnet et al., 2000; Bonnet et al., 2001)
Tailandia (Girlich et al., 2001) e Espanha (Varela et al., 2001; Canton et al., 2002).
Essas ESBLs encontradas em Enterobacter spp. sdo enzimas do tipo TEM (TEM-3,
TEM-10, TEM-12, TEM-24, TEM-26), SHV (SHV-3, SHV-4, SHV-5, SHV-7, SHV-12) e,
mais recentemente, da classe CTX-M (Bonnet et al., 2000; Doucet-Populaire et al.,
2000; Bonnet et al., 2001; Canton et al, 2002; Chanawong et al., 2002). ESBLs do tipo
VEB-1 foram reportadas em Enterobacter spp. da Tailandia (Girlich et al., 2001), IBC-1
na Grécia (Kartali et al., 2002) e SFO-1 no Japéo (Matsumoto & Inoue, 1999).

Nos isolados de Enterobacter spp. ESBL positivos deste estudo, as MICs de
cefotaxima foram, em geral, maiores do que aquelas de ceftazidima. Na América Latina
e, particularmente no Brasil, a cefotaxima tem sido descrita como um dos principais
substratos para deteccdo de amostras produtoras de ESBL em outros géneros (E. coli
e K. pneumoniae), pois, geralmente, as B-lactamases presentes nessa regiao
geografica sdo derivadas da familia das cefotaximases (Bauernfeind, 1992; Bonnet,
2000; Carmo, 2003; Pereira, 2003). Frente a esses fatos e a facilidade de
disseminacdo dessas enzimas entre as bactérias, inclusive entre espécies de
diferentes géneros, pode-se supor que a maioria das ESBLs detectadas
fenotipicamente neste estudo correspondam a p-lactamases da classe CTX-M

(cefotaximases).

Os isolados produtores de ESBL sdo, geralmente, resistentes a varios outros
antibidticos, incluindo gentamicina, amicacina, tobramicina, ciprofloxacina e outras
guinolonas, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprim (Jarlier et al., 1988; Thornsberry et
al., 1993; Talon et al., 2000; Aibinu et al., 2003). O estudo de Aibinu e colaboradores
(2003) demonstrou que as enzimas mais frequentemente encontradas em isolados de
Enterobacter spp. foram as pB-lactamases do tipo SHV-2 (pl 7,6), as quais eram
transferidas juntamente com a resisténcia a gentamicina, a ampicilina, e a
sulfametoxazol-trimetoprim, sugerindo que 0s genes responsaveis por essas ESBLs
sdo carreados no mesmo plasmidio que 0S genes responsaveis por esses
antimicrobianos. Em centros de saude franceses, Arpin e colaboradores (2003)
mostraram alta frequéncia de ESBLs em Enterobacter aerogenes. A maioria delas
eram enzimas TEM-24b codificadas por um grande plasmidio e, também, associado a
co-transferéncia de resisténcia aos aminoglicosideos, cloranfenicol e sulfametoxazol-

trimetoprim. Se analisarmos o0s isolados resistentes as cefalosporinas de amplo
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espectro, comparados as cepas selvagens (sensiveis as cefalosporinas) deste estudo,
os achados de co-resisténcia a outras classes de antimicrobianos, apresentados aqui e
por outros autores, sao semelhantes (Talon et al., 2000). No entanto, no que diz
respeito apenas aos isolados produtores de ESBL, o0 que se observou foi um aumento
na sensibilidade das classes de antibioticos ndo B-lactamicos, principalmente da nova
qguinolona gatifloxacina, a qual inibiu o crescimento de quatro das cinco amostras ESBL
positivas. Nesse caso, seria interessante a realizacdo de um estudo com maior nimero
de isolados para avaliar com mais seguranca a co-selecao de resisténcia entre isolados
produtores de ESBL.

A sensibilidade a piperacilina-tazobactam entre amostras ESBL positivas pode ser
um marcador da presenca da enzima ESBL na auséncia da desrepressdo estavel do
gene ampC (hiperproducdo de [B-lactamase cromossomal AmpC), enquanto que a
resisténcia a esta droga é consistente com a presenca de ambas as enzimas. Esse fato
€ afirmado em duas amostras produtoras de ESBL que apresentaram sensibilidade a
piperacilina-tazobactam (amostras 12 e 16). Apesar da resisténcia in vivo, um desses
isolados apresentou, in vitro, sensibilidade a cefepima, e o outro apresentou
sensibilidade intermediaria a este antimicrobiano (isolados 16 e 12, respectivamente),
demonstrando a importancia do teste fenotipico, ja que apenas o perfil de sensibilidade
da cefalosporina de quarta geracdo nem sempre € um bom indicador da presenca de
ESBL.

Do ponto de vista clinico, a discriminacdo entre ESBLs e a hiper-producao de -
lactamases AmpC parece néo ser critica, ja que as opc¢des terapéuticas para infecgcbes
causadas por microrganismos que possuem algum desses mecanismos de resisténcia
sao similarmente limitadas. Entretanto deve-se considerar que o uso da cefalosporina
de quarta geracéo para o tratamento de infec¢Bes causadas por bactérias sabidamente
nao produtoras de ESBL pode ser extremamente Util quando comparada a terapia
pelos carbapenens, os quais, além de serem fortes agentes indutores da producédo de
B-lactamases AmpC, seu uso indiscriminado tem sido associado a um aumento na
emergéncia de cepas resistentes a esses antimicrobianos no ambiente hospitalar,
principalmente entre bactérias Gram-negativas nao-fermentadoras como Pseudomonas
aeruginosa. Deve-se considerar também a importancia de se conhecer a microbiologia
local, seja ela do hospital como um todo ou de suas unidades separadamente, por
exemplo, ao analisar os resultados deste estudo, a cefepima poderia ser uma boa
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opcao terapéutica entre os Enterobacter spp. isolados em criancas (Tabela 8), no
entanto essa droga deve ser usada com precaucao contra as amostras de pacientes
adultos, especialmente aqueles internados nas unidades cirdrgicas ou de terapia
intensiva (Figura 4), 0s quais parecem possuir maior propensédo a infeccbes por
Enterobacter spp. produtores de B-lactamases AmpC estavelmente desreprimidos
(resistentes as cefalosporinas de terceira geracao). Além da possibilidade da escolha
de melhores opcdes terapéuticas com o conhecimento do fenétipo de resisténcia, a
deteccdo dessas ESBLs “escondidas” € de extrema importancia epidemioldgica no
hospital devido a facilidade de disseminacao da resisténcia entre 0s pacientes.

Um fato interessante observado entre as amostras resistentes a cefepima e
produtoras de ESBL deste estudo foram os valores das MICs de ceftazidima e,
principalmente, de cefepima que se apresentaram relativamente mais baixos
comparados as concentracdes dos isolados resistentes a cefepima e ndo produtores de
ESBL. Isso sugere que a presenca de MICs mais altos para a cefalosporina de quarta
geragdo pode ser um fator presuntivo para a presenca de outros mecanismos de

resisténcia a esta droga que n&o a producao de ESBL.

No presente estudo, oito de 15 isolados com sensibilidade reduzida a cefepima
tiveram altas MICs para cefepima e apresentaram fenétipo negativo para a producao
de ESBL. Esses dados sdo semelhantes a estudos anteriores, nos quais altos niveis de
resisténcia a cefepima foram reportados em isolados clinicos de Enterobacter spp. com
hiper-producdo de enzimas AmpC associado a alteracdo na permeabilidade de
membrana e/ ou mecanismos de efluxo ativo (Charrel et al., 1996; Mallea et al., 1998;
Gayet et al, 2003; Bornet et al., 2004; Chollet et al.,2004; Thiolas et al., 2004). Além
disso, um novo mecanismo de resisténcia a cefepima, envolvendo mudancgas na
estrutura da cefalosporinase AmpC, foi recentemente descrito num isolado de E.

aerogenes (Barnaud et al., 2004).

Um laboratério francés mostrou a relacdo da resisténcia a cefepima e ao
imipenem com a deficiéncia ou mutacdo na sintese da porina Omp36 de Enterobacter
aerogenes (Charrel et al., 1996; Thiolas et al., 2004). Esse mesmo grupo também
associou altas taxas de resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro,
principalmente aquelas carregadas negativamente como a cefotaxima e a ceftazidima,
com a diminuicdo da sintese da porina Omp35 de Enterobacter aerogenes (Bornet et
al., 2004). Nesse caso, a cefepima e o imipenem sao apenas fracamente afetados, o
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qgue pode ser a explicagdo para a diminuicdo da sensibilidade a cefepima dos isolados

13 e 14 do presente estudo.

Outro mecanismo que pode coincidir com a perda de porina e esta relacionado a
resisténcia a varios antimicrobianos, como B-lactamicos, quinolonas, tetraciclina e
cloranfenicol (multidrug resistance - MDR), é o efluxo ativo de drogas (Gambino et al.,
1993; Mallea et al., 1998). Em E. aerogenes, assim como em outras enterobactérias,
tem sido descrito que alguns componentes da regulacdo da cascata do sistema MDR,
por um lado, regulam negativamente (downregulation) a expressdo de porinas nao
especificas da membrana externa (OmpF, OmpC) e de alguns genes envolvidos na
biossintese de lipopolissacarideos e, por outro lado, induzem a super-producdo da
bomba de efluxo AcrAB-TolC (Alekshun & Levy, 1997; Barbosa & Levy, 2000; Chollet et
al., 2004), a qual estéa associada a resisténcia as quinolonas em E. coli e E. cloacae
(Maneewannakul & Levy, 1996; Linde et al., 2002). Portanto a resisténcia concomitante
a gatifloxacina nos isolados resistentes as cefalosporinas de amplo espectro deste
estudo (isolados 1 a 8) pode supor a presenca desses mecanismos. Além disso, essa
duplicidade de mecanismos na ativacdo do MDR pode explicar a rapida resposta e a
eficiéncia adaptativa do Enterobacter spp. durante o tratamento antimicrobiano e a

emergéncia de cepas MDR in vivo (Bornet et al., 2003; Gayet et al., 2003).

Apesar deste estudo ter demonstrado que, devido a alta resisténcia cruzada, 0s
antibidticos da classe das quinolonas e dos aminoglicosideos apresentam pouca
atividade contra os isolados resistentes as cefalosporinas de amplo espectro, eles
ainda podem ser opc¢des terapéuticas Uteis entre amostras selvagens de Enterobacter
sSpp., ou seja, aquelas sensiveis aos agentes antimicrobianos, inclusive B-lactamicos.
Eles podem ser usados como monoterapia ou associados aos f-lactamicos, no
entanto, semelhantemente a essa ultima droga, o aumento do consumo de quinolonas
e aminoglicosideos, nas Ultimas décadas, tem levado ao surgimento de cepas

resistentes a esses antibioticos.

Entre as quinolonas disponiveis, a gatifloxacina apresenta a melhor atividade
contra o Enterobacter spp., enquanto a amicacina possui o melhor espectro de
sensibilidade entre os aminoglicosideos. Entre os anos de 1997 a 2001, uma pesquisa
realizada em hospitais brasileiros, incluindo o HSP, apresentou 89,5% de sensibilidade
a gatifloxacina e, 83,1% de sensibilidade a amicacina em Enterobacter spp. isolados de
infeccbes de corrente sanglinea (Sader et al., 2004). Apesar de alguns estudos
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realizados em outros paises mostrarem um aumento na tendéncia de resisténcia as
guinolonas nos ultimos anos (Livermore et al., 2002; Sheng et al., 2002; Mutnick et al.,
2004), os dados do presente estudo apontaram que as taxas de sensibilidade, tanto da
quinolona quanto do aminoglicosideo, mantiveram-se estaveis no HSP durante os anos
de 2003 e 2004 (84,9 e 86,0% de sensibilidade a gatifloxacina e amicacina,
respectivamente) comparados aos achados em hospitais brasileiros no periodo de
1997 a 2001 (Sader et al., 2004). Entretanto, assim como reportado por Sader e
colaboradores (2001), a atividade dessas drogas é significativamente reduzida em
cepas produtoras de B-lactamases AmpC cromossomal desreprimida, como descrito

anteriormente.

O principal alvo de a¢édo das quinolonas nas bactérias Gram-negativas € a DNA
girase, uma topoisomerase do grupo Il requerida para a replicacdo e transcricdo do
DNA. A DNA girase, a qual é composta por duas subunidades A e duas subunidades B,
é codificada pelos genes gyrA e gyrB. Nesses organismos, a resisténcia as quinolonas
esta mais frequentemente associada a alterac6es no gene gyrA. As mutagles estdo
localizadas na posicédo 5’ terminal do gene (nucleotideos 199 a 318 da sequéncia do
gene de E. coli) numa regido designada de regido determinante de resisténcia em
guinolona, ou QRDR (quinolone resistance-determining region) (Yoshida et al., 1990).
Entre as principais espécies de enterobactérias, o E. cloacae apresenta o maior grau
de similaridade com a sequéncia QRDR do gene gyrA de E. coli (93,3% de identidade).
Os fragmentos do gene gyrA de isolados clinicos de E. cloacae exibem varias
substituicdes nucleotidicas, resultando em alteracbes na Ser-83 a Phe, lle, ou Tyr,
sendo que a mais comum esta no cédon da Ser-83, semelhante ao que ocorre em E.
coli. Além disso, alto grau de resisténcia a quinolona em Enterobacter spp. pode estar
associado a uma Unica mutacdo na sequéncia QRDR do gene gyrA (Weigel et al,
1998).

Outro mecanismo relacionado a niveis maiores de resisténcia as quinolonas em
Enterobacter spp. € o aumento na expressao da bomba de efluxo AcrAB associado a
mutacéo na Gyr A (Linde et al, 2002).

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia aos aminoglicosideos em isolados
clinicos de Enterobacter spp. tém sido objeto de muitas investigacfes desde a década
de 80 (Lovering et al., 1988; Peyret et al., 1993; Miller et al., 1997). Como em outros
membros das Enterobacteriaceae, o principal mecanismo de resisténcia entre cepas de
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Enterobacter spp. é devido a produgcdo de uma ou mais enzimas modificadoras de
aminoglicosideos. Existem trés classes de enzimas modificadoras: as
fosofotransferases (APH), as acetiltransferases (AAC) e as adeniltransferases (ANT) e
suas variantes. A presenca dessas enzimas foi verificada desde os anos 80 em
plasmidios que podiam ser transferidos entre diferentes espécies bacterianas. Nos
anos 90, através da utilizagdo de novas técnicas moleculares de deteccdo e
sequenciamento de genes de resisténcia, péde-se concluir que os genes de resisténcia
aos aminoglicosideos eram genes cassetes inseridos em um integron que, através de
transposons e/ou plasmideos conjugativos, poderiam ser transferidos para diferentes
espécies bacterianas (Sallen et al., 1995). Cerca de 70 enzimas ja foram identificadas.

Entre as cepas resistentes de Enterobacter spp., a presenca do fenotipo KTANt
(kanamicina, tobramicina, amicacina e netilmicina), indicativo da producédo de AAC(6’)-1
€ prevalente (66,7% de resisténcia) em hospitais da Grécia (Neonakis et al., 2003). As
enzimas acetiladoras, incluindo AAC(3)-Il (cujo substrato preferencial é a gentamicina,
tobramicina e netilmicina), AAC(6’)-1 (tobramicina, netilmicina e amicacina), AAC(3)-lll,
AAC(3)-1 (gentamicina), e AAC(3)-V (netilmicina), parecem ser frequentemente
encontradas em Enterobacter spp.. As enzimas adeniltransferases, ANT(2")
(gentamicina, tobramicina, dibekacina e kanamicina) e ANT(3”) (spectinomicina)
também podem ser encontradas nesse patdgeno (Vatopoulos et al., 1992).

Apesar da resisténcia aos carbapenens ja ter sido documentada em algumas
espécies de enterobactérias (Poirel & Nordman, 2002), este fendtipo € raramente
descrito entre amostras de Enterobacter spp. (De Champs et al., 1993; Charrel et al.,
1996), mesmo naquelas que apresentam resisténcia a outros B-lactamicos. A
resisténcia aos carbapenens nas espécies de Enterobacter geralmente esta associada
a combinacdo de carbapenemase especifica com alteracdo na permeabilidade de
membrana (porina) (Tzouvelekis et al., 1992; Bornet et al., 2000). No presente estudo,
todos os isolados clinicos de Enterobacter spp. foram sensiveis ao carbapenem

testado, imipenem.

Os mecanismos de resisténcia em amostras de Enterobacter spp. vém sendo
cada vez mais estudados, porém € necessario que, aliado ao estudo destes
mecanismos, se conhe¢a o modo de disseminacdo desses isolados resistentes. Este

estudo avaliou a similaridade genética das amostras de Enterobacter spp. resistentes a
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cefepima isoladas de infec¢des de corrente sangiiinea ao longo do ano de 2003 e inicio

de 2004 no Hospital S&o Paulo e no Instituto de Oncologia Pediatrica.

A anadlise da similaridade genética dos 14 isolados de Enterobacter spp. com
sensibilidade reduzida a cefepima, realizada pela técnica de ribotipagem automatizada,
permitiu a identificacdo de 7 ribogrupos distintos, sendo que apenas 3 deles foram

detectados em mais de um paciente.

O ribogrupo predominante foi o 150-1, incluindo 6 amostras distribuidas em 4
unidades hospitalares distintas do HSP. Esse clone foi identificado primeiramente em
uma unidade cirdrgica em janeiro de 2003, persistindo no hospital até junho desse
mesmo ano, quando foi isolado na UTI e aparece novamente no ano de 2004 em dois
pacientes (relacionados epidemiologicamente) internados na UTI-geral e em um
paciente da neurocirurgia. As amostras pertencentes a esse ribogrupo foram, em sua
maioria, negativas para a producdo de ESBL, porém o isolado de junho/ 2003 da UTI-
geral (adulto) apresentou positividade para esse mecanismo de resisténcia. Em
fevereiro/2004, esse clone foi re-identificado em outro paciente, mas sem o fenétipo de
resisténcia para ESBL, sugerindo a perda do plasmidio que carreava os genes dessas

enzimas pelo E. cloacae.

Pode-se observar que um dos isolados pertencentes ao ribogrupo 150-1, isolado
em abril/ 2003 (amostra 14), apresentou MIC de cefepima mais baixo do que as outras
amostras desse mesmo grupo. Isso pode ter ocorrido devido aos diferentes graus de
expressao de resisténcia entre esses isolados, e um dos fatores que pode favorecer
essa diferenca € a pressédo exercida pelos antimicrobianos administrados em cada um

dos pacientes nos quais foi isolado o E. cloacae do clone 150-1.

A diferenga nas MIC dos agentes antibacterianos entre isolados do mesmo clone
pode acontecer, pois a caracterizacdo molecular realizada pela técnica de ribotipagem
avalia regides do DNA cromossomal que codificam o RNA ribossomal, o que torna essa
metodologia de tipagem incapaz de rastrear mutagdes que possam ocorrer em outras
regides do DNA, ou a presencga de elementos extracromossdmicos como plasmidios

gue codificam a resisténcia aos antimicrobianos.

O segundo maior ribogrupo (150-2) foi identificado em 2 amostras clinicas que
tiveram relacdo epidemioldgica, pois foram isoladas na mesma unidade (UTI-geral) e
em datas muito proximas (28/fevereiro/2003 e 02/mar¢o/2003). Esse clone parece nao
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ter permanecido no hospital, j& que néo foi mais detectado no decorrer do ano de 2003
e 2004.

O ribogrupo 150-8 foi identificado em isolados de dois pacientes no ano de 2003,
e, apesar de persistir no HSP de junho a setembro desse ano, essas amostras nao
apresentaram relagdo epidemiolégica de acordo com os critérios estabelecidos pela
CCIH do HSP. Os outros quatro ribogrupos foram isolados em diferentes datas e em
unidades hospitalares distintas, inclusive um deles pertencia a uma amostra do 10P.

A contaminacdo cruzada (disseminag&do paciente-paciente) ficou evidenciada ao
se detectar amostras pertencentes aos mesmos clones (150-1 e 150-2), isoladas em
diferentes pacientes internados em uma mesma unidade hospitalar e num curto
periodo de tempo. Essa disseminacgdo clonal aponta para a necessidade urgente de se
dar maior énfase as medidas de controle, como medidas de barreira e lavagem das
maos, na tentativa de se diminuir a ocorréncia de infec¢do cruzada por isolados
multirresistentes. Além disso, um trabalho multidisciplinar continuado € de extrema
importancia na elaboracdo de estratégias para o controle de infec¢cdo, o qual
certamente terd um papel relevante na prevencéo e no tratamento dessas infecgfes de

maior gravidade.

Apesar do enfoque deste estudo ser a investigacdo, incluindo a andlise da
disseminacdo de isolados de Enterobacter spp. resistentes a cefepima, é importante
destacar que provaveis surtos podem ter ocorrido com isolados sensiveis a essa droga,
principalmente entre pacientes pediatricos, nos quais foi isolado um grande numero
dessas amostras. A concentracdo de aproximadamente metade dos isolados clinicos
da pediatria nos meses de janeiro e fevereiro de 2004 enriquece essa hipotese. Talon e
colaboradores (2004) reportaram um surto por E. cloacae sensivel as cefalosporinas de
amplo espectro em pacientes internados em unidade de prematuros. Eles conferem
essa disseminacao clonal a alta taxa de transmissdo cruzada entre esses pacientes, a
gual estd correlacionada ao baixo consumo de alcool gel e ao numero elevado de

intervengdes enfermeira-paciente.

O potencial epidemiolégico de uma dada cepa depende das caracteristicas do
paciente, da aderéncia as medidas de controle de infec¢cdo hospitalar por parte dos
profissionais de saude, da politica antimicrobiana e das propriedades intrinsecas da
bactéria com relagdo a resisténcia aos antimicrobianos, a adesdo, a adaptacéo e a

sobrevivéncia no ambiente.
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Apesar de a prevaléncia de isolados resistentes as cefalosporinas de amplo
espectro ter sido elevada, ndo foram detectados surtos relevantes de infeccbes de
corrente sanguinea pela epidemiologia molecular no presente estudo. A implementacéo
de programas baseados em precaucbes de isolamento resulta numa diminuicéo
importante do namero de isolados produtores de ESBL, porém ndo afeta as amostras
resistentes aos p-lactdmicos por outros mecanismos. Os isolados resistentes a
cefepima ESBL negativos deste estudo foram tipados, e a maioria das amostras nao
mostrou relacdo clonal, indicando que, em muitos casos, a infec¢cdo surgiu de um

reservatério endoégeno.

As causas da emergéncia e disseminacdo da resisténcia antimicrobiana sao
multifatoriais, mas o0 excessivo e inapropriado uso de antimicrobianos é claramente o
principal determinante. Considerando a grande diversidade clonal encontrada neste
estudo e a baixa similaridade entre os ribogrupos, pode-se sugerir que a crescente
deteccdo de isolados de Enterobacter spp. multirresistentes € devida ao surgimento de
novos clones. Esse fato se deve, provavelmente, a pressdo exercida pelo uso
indiscriminado dos agentes antimicrobianos, especialmente cefalosporinas de amplo
espectro, e alerta para a necessidade da manutencdo de uma politica rigorosa na
utilizacdo de antibiéticos no ambiente hospitalar.

O marcante aumento na incidéncia de infec¢cdes devido aos bacilos gram-
negativos resistentes nos ultimos anos é de grande preocupacdo em todo mundo.
Presume-se que as infec¢des causadas por isolados de Enterobacter spp. resistentes
aos antimicrobianos resultam em maior mortalidade, hospitalizacdo prolongada e
aumento no custo hospitalar, comparadas aquelas por patégenos (Enterobacter spp.)
sensiveis (Chow et al., 1991; Blot et al., 2002; Cosgrove et al., 2002). A suposicdo de
que infec¢cdes causadas por microrganismos resistentes estdo associadas a taxa de
mortalidade aumentada é baseada na possibilidade da terapia antimicrobiana
adequada para essas infecgdes ser iniciada mais tarde do que aquelas para infec¢des
causadas por bactérias sensiveis (Ibrahim et al., 2000; Kollef, 2000; Kang et al., 2005).
Os achados deste estudo sdo consistentes com os relatos acima, ja que a mortalidade
dos pacientes com infeccdo por Enterobacter spp. com sensibilidade reduzida a
cefalosporina de quarta geracdo foi maior entre o0s pacientes com terapia
antimicrobiana inadequada (7 pacientes) ou corrigida (3 pacientes), considerando que o
Obito de um dos 2 pacientes que receberam antibiéticos adequados (paciente 16) esta
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fortemente relacionado com a gravidade da doenca de base, mais do que a propria

infeccéo (Tabela 11).

Em sete pacientes observou-se a inadequacdo da antibidticoterapia com a
persisténcia na prescri¢cdo do antimicrobiano administrado empiricamente, mesmo apos
a deteccao in vitro da resisténcia a este agente, sendo que dois pacientes evoluiram
para oObito. Nos pacientes com terapia inadequada que nao evoluiram a 6bito, mesmo
apresentando doenca potencialmente fatal ou rapidamente fatal, a bacteremia pode ter

sido transitoria, ou as outras medidas terapéuticas foram eficientes.

Kang e colaboradores (2005) mostraram que a terapia antimicrobiana inicial
empirica inadequada, administrada nas primeiras 48-72 horas, antes do diagnéstico
laboratorial, estd associada a evolucdo desfavoravel das bacteremias causadas por
bactérias gram-negativas resistentes aos antimicrobianos, particularmente naqueles
pacientes com um alto risco para adquirir bacteremia e, concluiram que a principal
razdo da antibioticoterapia ter sido inadequada em Enterobacter spp. foi a utilizagéo de
cefalosporinas no tratamento de infeccbes causadas por isolados resistentes a essas

drogas.

Apesar de infecgbes comunitérias terem ocorrido em 3 pacientes avaliados, a
maioria das infecgbes causadas por Enterobacter spp. foi nosocomial. Como descrito
anteriormente, essas infec¢gfes parecem ter emergido de sitios endégenos previamente
colonizados do paciente, como o trato gastrointestinal ou outros sitios corporais
freqlientemente colonizados por esse patdbgeno em pacientes gravemente acometidos,
especialmente aqueles com antibioticoterapia prévia (Prevot et al., 1986). No presente
estudo, 6 dos 9 pacientes com bacteremia primaria portavam cateter venoso central,
indicando que esses cateteres poderiam estar colonizados pelo Enterobacter spp.,
porém nao ha dados suficientes (p.ex. cultura do cateter) para afirmar essa hipotese.
No que diz respeito as bacteremias secundarias, todas, exceto uma que foi
considerada indeterminada, surgiram de um foco infeccioso pulmonar. O Enterobacter
spp. tem sido reportado como um dos trés principais patdgenos responsaveis por
pneumonias em unidades de terapia intensiva (NNIS, 1999).

O uso prévio de antimicrobianos, especialmente cefalosporinas de amplo
espectro, tem sido descrito como um fator predisponente importante no surgimento de
resisténcia em isolados de Enterobacter spp. (Chow et al., 1991; Kaye et al., 2001; Lee
et al., 2002; Muller et al., 2004; Stearne et al., 2004). Ainda é incerto se esses casos
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representam a emergéncia de resisténcia em isolados selvagens, ou superinfeccao de

uma nova cepa.

Chow e colaboradores (1991) confirmaram, através da tipagem molecular, que
isolados inicialmente susceptiveis e aqueles que apresentaram resisténcia em periodos
posteriores foram idénticos, sugerindo que a emergéncia de amostras resistentes as
cefalosporinas de amplo espectro ocorre em 19% dos pacientes que receberam esses
antimicrobianos para o tratamento das bacteremias por Enterobacter spp.. O estudo
desenvolvido por Kaye e colaboradores (2001) também supde que a freqiuéncia de
isolados resistentes emerge em 19% dos pacientes tratados com cefalosporinas de
amplo espectro. Além disso, um estudo conduzido num hospital francés observou que
a aquisicao de resisténcia durante o tratamento da infecgdo por Enterobacter spp. nédo
foi o principal fator na selecdo de isolados resistentes; a resisténcia adquirida foi
observada em apenas 3,8% dos pacientes, todos hospitalizados por um longo periodo
de tempo (>40 dias) (Muller et al., 2004). Nesse caso e naqueles relatados por Chow et
al. (1991) e Kaye et al. (2001), a administracdo das cefalosporinas de amplo espectro,
provavelmente, selecionou mutantes resistentes na flora digestiva bacteriana, e essa
populagdo selecionada foi considerada a principal responsavel pelos processos

infecciosos.

O presente estudo demonstrou que os pB-lactamicos foram previamente
administrados em 10 dos 12 pacientes que receberam antibidticoterapia prévia e
apresentaram resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro, sendo que a
ceftriaxona foi o antimicrobiano mais prescrito nesses casos. O estudo de Muller e
colaboradores (2004) mostrou uma alta correlacéo entre o uso prévio de ceftriaxona e o
desenvolvimento de resisténcia em isolados clinicos de E. cloacae. Eles atribuem essa
relacdo ao grande impacto desse antimicrobiano na flora digestiva devido a alta
eliminacéo biliar da ceftriaxona comparada as outras cefalosporinas de amplo espectro.
Outra possibilidade é que a ceftriaxona possa induzir a desrepressao estavel do gene
ampC mais freqientemente do que as outras cefalosporinas (Fung-Tomc et al., 1996).
No estudo de Fung-Tomc e colaboradores (1996), a cefotaxima ndo mostrou relacao
entre a utilizacdo prévia e a emergéncia de isolados resistentes. O trato digestivo é o
principal reservatorio das Enterobacteriaceae envolvidas em infec¢des. Outras
cefalosporinas, como a cefotaxima, cuja maior via de eliminagdo é renal, devem possuir

menos efeitos na promogédo da resisténcia a essas drogas. Essa pode ser uma das
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explicacdes para as baixas taxas de resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro

nos pacientes pediatricos deste estudo, jA que a cefotaxima é a cefalosporina

preferencialmente utilizada nesses pacientes.

Deve-se considerar que, além da antibidticoterapia prévia com cefalosporinas, 0s
pacientes avaliados neste estudo eram, em sua maioria, pacientes com maior risco
para adquirir infeccbes por organismos resistentes, pois apresentavam doengas
potencialmente ou rapidamente fatais e estavam internados em unidades criticas como
UTIs e unidades cirurgicas, 0 que acarreta um numero maior de intervencdes, mais
dias de hospitalizacdo e um numero mais elevado de medicamentos administrados,

especialmente antimicrobianos.

O controle da resisténcia bacteriana é complexo e exige atuagcdo em Varios
setores. As medidas mais eficazes envolvem o controle da disseminagéo horizontal
(paciente-paciente) de bactérias resistentes e a implementacdo de uma politica racional
de antimicrobianos, porém, para que essas medidas sejam instauradas de forma

adequada, é necessério que se conheca bem a situacdo de cada hospital.

Inicialmente, os laboratérios devem estar preparados para detectar o0s
mecanismos de resisténcia mais freqientes em nosso meio. A compreensdo de como
os diferentes tipos de resisténcia se disseminam para orientar e otimizar as medidas de
controle de infeccdo, também é importante. Além disso, para que 0s antimicrobianos
sejam utilizados adequadamente, especialmente no tratamento empirico, devem-se
conhecer os mecanismos de resisténcia envolvidos e como eles responderdao a
pressdo seletiva exercida por diferentes classes de antimicrobianos, ou mesmo por
diferentes drogas de uma mesma classe. Como existe um grande numero de variaveis
envolvidas, é importante que as medidas de controle sejam baseadas em estudos

locais.

A pesquisa de Hidalgo (2003) chama a atencdo para o consumo de
antimicrobianos no Hospital Sdo Paulo (1996-2001) e reporta um aumento crescente e
significativo no consumo desse antimicrobiano desde sua introdugdo em 1998. Dessa
maneira, medidas para prevenir a disseminacéo de isolados resistentes a cefalosporina
de quarta geracdo incluem ndo somente medidas de isolamento e precaugbes, mas

também uma efetiva politica de uso racional de antimicrobianos.
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Um dos aspectos interessantes de futuros estudos seria a caracterizacao precisa
dos mecanismos envolvidos na resisténcia a cefepima entre amostras clinicas desse
patdgeno. Outros temas que também necessitam de uma analise mais profunda sdo os
fatores de risco para a aquisicdo de Enterobacter spp. multirresistentes e a avaliagao
do papel desempenhado pelos diferentes antimicrobianos B-lactamicos na selecéo

desses microrganismos.
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6 — CONCLUSOES

1. O Enterobacter spp., particularmente o E. cloacae, € um importante patégeno
nosocomial isolado em infec¢Bes de corrente sanglinea de pacientes internados no
Hospital S&o Paulo e no Instituto de Oncologia Pediatrica. As amostras de bacteremia
avaliadas apresentaram altas taxas de resisténcia a cefalosporina de quarta geracao,
cefepima, especialmente, entre os pacientes adultos internados em unidades de terapia

intensiva ou unidades cirurgicas.

2. A producao de ESBL nos isolados clinicos de Enterobacter spp. avaliados, inclusive
entre as amostras resistentes a cefepima, foi pouco frequente, indicando a forte
presenca de outros mecanismos de resisténcia como alteragédo da permeabilidade de

membrana (porina) e/ ou efluxo ativo de drogas.

3. Os resultados da tipagem molecular demonstraram a presenca de uma grande
variabilidade genémica entre as amostras de Enterobacter spp. resistentes a cefepima,
enfatizando a importancia da politica do uso de antimicrobianos, adequada a realidade
hospitalar local, com o objetivo de restringir a selecédo de mutantes resistentes.

4. A andlise dos dados epidemiolégicos dos pacientes com bacteremias por
Enterobacter spp. com sensibilidade reduzida a cefepima sugeriu a importante
correlacdo entre a utilizagdo prévia de cefalosporinas e a emergéncia de resisténcia,
assim como a administragcdo da terapia empirica inadequada e a mortalidade

aumentada entre esses pacientes.
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7 — ANEXOS

Anexo 1. Quadro com os principais dados dos 93 isolados de Enterobacter spp. avaliados no estudo.
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o3 ol o 3|3 alw

o oo lole ool o3 ow o |3

M

M
=
M
M
=
M
M
=
=

SN2 NMZZ NSNS Z

30/1/2003
5/2/2003
12/2/2003
22/2/2003
2/3/2003
26/2/2003
28/2/2003
20/2/2003

24/02/2003
13/3/2003
18/3/2003
29/5/2003
5/6/2003
9/6/2003
8/6/2003
14/6/2003
11/6/2003
13/6/2003
12/6/2003
18/6/2003
17/6/2003
23/6/2003
18/7/2003
2/9/2003
16/9/2003
20/9/2003
18/9/2003
9/10/2003

IP
0,38
0,50
3,00
1,00
0,50
0,50
0,50
0,50
0,38
0,38
0,50
0,75
0,38
0,75
0,38
0,38
0,75
0,75
0,38
0,38
1,50
0,75
0,38
1,50
0,25
0,50
0,75
0,75

CT
256,10
0,38
0,19
256,10
256,10
3,00
256,10
0,25
48
256,10
0,13
0,19
0,50
0,25
0,38
256,10
0,19
48,00
256,10
2,00
256,10
256,10
0,25
256,10
48,00
0,19
0,25
0,25

AK PTc GA TZ PM PM/PML
256,10 | 256,10 | 32,10 | 256,10 | 256,10 | N&o ESBL
3,00 3,00 | 0,03 0,38 | 0,13 0
200 | 300 | 0,02 | 0,25 | 0,06 0
48,00 | 32,00 | 0,25 | 32,00 | 32,00 ESBL
24,00 | 256,10 8,00 | 64,00 | 256,10 | N&o ESBL

3,00 3,00 0,03 0,25 | 0,06 0
16,00 | 64,00 6,00 | 64,00 192,00 N&o ESBL
2,00 200 | 0,03 0,38 | 0,05 0

24 16 8 24 15 0

256,00 | 4,00 | 1,00 |256,00| 24,00 ESBL
4,00 200 | 0,02 0,25 | 0,06
200 | 3,00 003 /| 0,19 | 0,06
3,00 3,00 0,03 0,38 | 0,13
200 | 400 | 0,03 | 0,19 | 0,06
4,00 | 400 /0,23 | 1,00 | 0,13
3,00 3,00 | 0,19 0,38 | 0,50
3,00 400 | 0,03 0,38 | 0,09
3,00 @ 4,00 | 0,06 256,00 1,00
256,10 | 256,00 | 32,10 | 48,00 | 192,00 ESBL
3,00 3,00 0,03 3,00 | 0,09 0
96,00 | 256,10 32,10 256,10 | 16,00 | N&o ESBL
96,00 | 256,10 32,10 | 256,10 | 256,00 | N&o ESBL

OO/ o oo

3,00 3,00 | 0,05 8,00 | 0,75 0
6,00 | 256,10 32,10 256,10 | 256,00 | N&o ESBL
3,00 0,75 | 0,02 256,00 0,03 0

3,00 4,00 | 0,03 0,38 | 0,09 0
3,00 3,00 0,03 0,04 | 0,09 0
3,00 3,00 0,05 0,38 | 0,09 0
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Banco
12316
12320
12370
12372
12388
12410
12432
12492
12498
12832
13020
13091
13124
13125
13161
13293
13397
13409
13412
13435
13440
13441
13442
13443
13444
13498
13499
13501
13548
13549
13550
13566
13570
13611

Espécie
. cloacae
. cloacae
. cloacae
cloacae
. cloacae
cloacae
. cloacae
. cloacae
cloacae
. cloacae
cloacae
. cloacae
. cloacae
cloacae
. cloacae
. cloacae
. cloacae
E. aerogenes
. cloacae
. cloacae
. cloacae
. cloacae
. cloacae
cloacae
. cloacae
. cloacae
. cloacae
. cloacae
E. cloacae
E. amnigenus b. 2
E. cloacae
E. cloacae
E. cloacae
E. cloacae

mmmimmmmmMmmi/m,/m,|m||m/m,|m,jm),/@m

mmmimmimmmim,|m

Iniciais
T.CA
R.C.S
G.P.S
J.F.D

1.J.S
RN.G.C.S
V.J.S
M.B

L.F.B.B

C.D.SS
M.F.S
G.S.S
M.P.S
J.R.A

R.J.N.J
G.L.C
A.RM
M.L.M
Y.F.O
J.C.F
C.D.P
J.B.L
P.I.R

D.G.L.R
J.V.S
M.M.L
L.D.S

W.G

M.J.L.C
R.P.S
R.P.S

I.P.S

T.C.S.S

A.A.O

RG Hosp
10064545
7904
10018992
1032256
9258898
10069313
10070017
444495
10054208
10020184
10073872
10036828
10062315
10052177
10047985
1723117
10046445
10013893
1155724
10077450
10057202
10070412
1728424
10063305
1728427
1729818
1557712
1004507
10022510
10075264
10015240
10075959
1727741
10046017

CC
1199
8294
1700
1199
1199
1670
1500
1219
1199
2308
1510
1199
1431
1199
1199
1199
1199
1620
1199
1490
1199
1218
1218
1218
1218
1223
1199
1431
1199
1750
1430
1218
1199
1680

idade

7
10
8
5
8
12
61
71
8
3
20
2
59
2
1
22
1
76
2
55
11
73
63
1
25
76
9
76

d/m/a Sexo Data Pedido

3

03 ool ol oo wioiooc vl S ice oo 3

MO N2 NN NN ENnnZIEm

11/10/2003
11/10/2003
16/10/2003
15/10/2003
17/10/2003
21/10/2003
24/10/2003
31/10/2003
31/10/2003
1/12/2003
10/1/2004
11/1/2004
14/1/2004
15/1/2004
19/1/2004
29/1/2004
6/2/2004
5/2/2004
7/2/2004
8/2/2004
10/2/2004
9/2/2004
9/2/2004
9/2/2004
9/2/2004
11/2/2004
12/2/2004
13/2/2004
14/2/2004
15/2/2004
13/2/2004
17/2/2004
16/2/2004
18/2/2004

IP
0,38
0,25
0,38
0,38
0,38
0,50
0,50
0,38
0,38
0,38
0,38
0,25
0,50
0,38
0,38
0,38
0,50
0,25
0,25
0,50
1,00
0,38
0,25
0,38
0,38
0,25
0,38
0,38
0,25
0,38
1,00
0,38
0,38
0,38

CT AK PTc GA TZ PM PM/PML
0,09 3,00 3,00 0,05 0,25 | 0,06 0
0,13 3,00 200 | 0,05 0,13 | 0,09 0
0,09 3,00 3,00 0,03 0,38 | 0,09 0
2,00 3,00 3,00 0,05 0,25 | 0,09 0
0,09 3,00 4,00 | 0,03 0,25 | 0,09 0
0,13 3,00 1,50 | 0,02 | 0,13 | 0,05 0
0,38 | 4,00 | 3,00 0,03 0,04 | 0,09 0
256,10 | 48,00 | 256,10 16,00 256,10 8,00 | N&o ESBL
0,13 3,00 400 | 003 0,75 | 0,09 0
0,13 2,00 | 3,00 0,03 /| 0,19 | 0,06 0
1,00 3,00 3,00 0,02 050 | 0,25 0
0,13 200 | 300 | 0,02 | 0,25 | 0,06 0
0,19 2,00 | 400 | 0,02 | 96,00 | 0,09 0
256,10 2,00 |256,10 0,02 | 256,10 32,00 ESBL
0,25 200 | 3,00 | 0,02 | 0,25 | 0,06 0
0,25 2,00 200 | 0,03 0,25 | 0,06 0
0,25 2,00 | 12,00 | 0,03 | 0,75 | 0,38 0
0,25 3,00 3,00 0,06 0,25 | 0,13 0
0,25 1,50 2,00 | 0,03 | 0,25 | 0,06 0
0,38 2,00 200 | 0,03 0,25 | 0,06 0
0,19 200 | 400 | 0,03 | 0,25 | 0,06 0
32,00 | 1,50 1,50 | 0,03 | 3,00 | 0,06 0
0,25 2,00 | 24,00 | 0,03 | 0,19 | 0,06 0
32,00 | 3,00 | 3,00 | 0,03 | 24,00 0,05 0
0,19 3,00 3,00 0,03 0,25 | 0,09 0
1,50 0,25 2,00 | 3,00 0,05 | 0,06 0
0,38 200 | 3,00 | 0,03 | 0,25 | 0,06 0
256,10 | 12,00 | 256,10 32,10 256,10 | 256,10 | N&o ESBL
32,00 | 6,00 | 3,00 | 0,03 0,25 1,50 0
32,00 {192,00| 4,00 | 1,00 256,10 2,00 ESBL
32,00 | 24,00 | 256,10 32,00 | 256,10 | 256,10 | N&o ESBL
0,19 3,00 3,00 0,03 0,25 | 0,05 0
0,13 1,50 200 | 003 0,25 | 0,06 0
0,19 2,00 2,00 | 0,03 0,19 | 0,09 0
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Banco Espécie Iniciais RG Hosp CC idade d/m/a Sexo Data Pedido IP CT AK PTc GA TZ PM PM/PML
13618 E. cloacae A.F.O 1737492 | 1199 2 a F 19/2/2004 0,38 0,19 2,00 2,00 0,03 0,38 0,09 0
13630 E. cloacae RN.L.M.S | 10079392 | 1671 3 d F 21/2/2004 0,38 0,19 2,00 2,00 0,03 0,25 0,25 0
13685 E. cloacae G.S.R 10051268 | 1199 11 m M 25/2/2004 0,38 0,19 2,00 3,00 | 0,06 | 0,25 0,06 0
13702 E. cloacae LAT 10026212 | 1219 46 a M 25/2/2004 0,38 | 32,00 | 12,00 @ 96,00 | 0,38 | 256,10 1,00 0
13753 E. cloacae M.M.M 885097 1218 83 a F 2/3/2004 0,38 | 32,00 | 2,00 2,00 | 0,02 § 48,00 | 0,06 0
13754 E. cloacae W.S 1109128 | 1199 4 a M 3/3/2004 0,38 0,25 2,00 2,00 | 0,05 0,19 0,09 0
13790 E. cloacae G.N.N 10069207 | 1725 26 a M 4/3/2004 0,38 | 32,00 | 2,00 1,50 | 0,03 | 0,19 0,06 0
13830 E. cloacae G.S.S 10078316 | 1700 1 m M 6/3/2004 1,50 1,50 2,00 3,00 | 0,05 | 0,25 0,06 0
13923 E. cloacae H.H.N 10054092 | 1580 40 a M 14/3/2004 0,25 0,25 2,00 2,00 | 0,03 0,50 0,06 0
13924 E. cloacae M.S 10072115 | 1685 4 m M 13/3/2004 0,50 | 32,00 | 3,00 1,50 | 0,02 48,00 | 0,03 0
13984 E. cloacae Cc.C 10088866 | 1460 40 a F 16/3/2004 0,25 | 32,00 | 2,00 6,00 | 0,02 | 24,00 | 0,50 0
14008 E. cloacae V.A.S 80778401 | 1580 27 a F 16/3/2004 2,00 | 32,00 | 32,00 | 256,10 32,10 256,10 256,10 N&o ESBL
20015 E. cloacae C.0.S 10023277 | 1779 19 a F 28/3/2003 0,38 4,00 3,00 256,10 0,03 | 1,00 0,19 0
20027 E. cloacae RN.E.S 10101010 | 1670 1 d 28/3/2003 0,38 0,09 2,00 2,00 | 0,02 0,19 0,06 0
20042 E. cloacae RN.C.B.S | 10051538 | 1670 4 d 30/3/2003 0,50 0,25 2,00 3,00 | 0,32 | 0,38 0,13 0
20059 E. cloacae A.N.S 10047551 | 1685 3 m M 31/3/2003 0,38 0,13 3,00 2,00 0,02 0,19 0,05 0
20096 E. cloacae D.A.G 1017631 | 1780 77 a F 1/4/2003 0,75 | 256,10 48,00 256,10 32,10 256,10 16,00 @ N&o ESBL
20097 E. cloacae N.C.S 1043707 | 1199 11 a F 2/4/2003 0,75 3,00 3,00 3,00 | 0,05 | 2,00 0,06 0
20120 E. cloacae B.A.D 1588657 | 1199 6 a F 7/4/2003 0,38 0,38 2,00 2,00 0,03 0,38 0,09 0
20174 E. cloacae T.S.R 10052468 | 1680 1 m F 10/4/2003 0,38 0,25 3,00 3,00 | 0,03 | 0,50 0,06 0
20222 E. cloacae L.C.S 5086 8294 3 a M 17/4/2003 0,75 0,38 2,00 2,00 0,02 0,38 0,19 0
20251 E. cloacae J.A.S 10042507 | 1720 14 a M 17/4/2003 0,75 1,00 3,00 3,00 | 0,03 | 0,38 0,13 0
20289 E. cloacae I.D.T.C 10054256 | 1685 2 m M 26/4/2003 0,75 0,25 3,00 3,00 | 0,05 | 0,38 0,13 0
20333 E. aerogenes J.M.C.P 1600926 | 1640 88 a M 4/5/2003 0,75 0,19 2,00 3,00 | 0,19 | 0,25 0,09 0
20353 E. aerogenes J.M.C.P 1600920 | 1660 24 a M 3/5/2003 0,38 0,19 2,00 4,00 | 0,06 | 0,25 0,09 0
20393 E. cloacae T.D.S 1068927 | 1199 6 a F 9/5/2003 0,50 0,25 3,00 3,00 | 0,03 | 0,50 0,09 0
20465 E. cloacae R.S.J 10038015 | 1680 7 a M 12/5/2003 0,50 0,19 2,00 3,00 | 0,03 | 0,25 0,09 0
20540 E. cloacae E.M.P 1226169 | 1199 2 a 22/5/2003 0,50 0,13 3,00 3,00 | 0,03 | 0,19 0,06 0
20541 E. cloacae M.F.F.J 1131444 | 1199 2 a 19/5/2003 0,38 | 32,00 | 3,00 3,00 | 0,02 256,10 0,06 0
20542 E. cloacae J.B.R 1601037 | 1199 50 a 20/5/2003 0,38 0,25 3,00 4,00 | 0,03 | 0,38 0,09 0
20565 E. cloacae 24/5/2003 0,50 0,09 3,00 3,00 | 0,03 | 0,19 0,05 0

Siglas: cc, centro de custo (unidade); d, dia; m, més; a, ano; IP, imipenem; CT, cefotaxima; AK, amicacina; Ptc, piperacilina/ tazobactam; GA,
gatifloxacina; TZ, ceftazidima; PM, cefepima; PM/PML, cefepima/ cefepima + Acido clavulanico (teste fenotipico para ESBL).
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Anexo 2. Perfil de sensibilidade, resultado do teste fenotipico para ESBL e ribotipo dos isolados de Enterobacter spp. com

sensibilidade reduzida a cefepima.

N. Pcte Banco |Iniciais RG Hosp Espécie Imip. Cefotax. Amica Pipetazo Gati Ceftaz Cefepima Fendtipo Ribogrupo
1 10831 D.S 10041252 | E. cloacae 0,5 256,1 24 256,1 8 64 256,1 Néao ESBL 150-2
2 10480 | H.A.G. 10042064 | E. cloacae 0,38 256,1 256,1 256,1 | 32,1 | 256,1 256,1 Néao ESBL 150-1
3 13501 W.G 1004507 E. cloacae 0,38 256,1 12 256,1 | 32,1 | 256,1 256,1 Néo ESBL 150-1
4 13550 | R.P.S 10015240 | E. cloacae 1 32 24 256,1 32 | 256,1 256,1 Néao ESBL 150-1
S 14008 | V.A.S 80778401 | E. cloacae 2 32 32 256,1 | 32,1 | 256,1 256,1 Néo ESBL 150-1
6 11334 | N.O.P /10058102 | E. cloacae 0,75 256,1 96 256,1 | 32,1 | 256,1 256 Néao ESBL 150-8
7 12035 J.M 10065058 | E. cloacae 15 256,1 6 256,1 | 32,1 | 256,1 256 Néao ESBL 150-8
8 10833 J.S 10039489 | E. cloacae 0,5 256,1 16 64 6 64 192 Néao ESBL 150-2
9 11235 | C.J.F 10055275 | E. cloacae 0,38 256,1 256,1 256 32,1 48 192 ESBL 150-1
10 10739 | J.V.P 7627 E. aerogenes 1 256,1 48 32 0,25 32 32 ESBL 153-7
11 13125 | J.R.A 10052177 | E. cloacae 0,38 256,1 2 256,1 | 0,02 | 256,1 32 ESBL 153-2
12 10922 | S.C.R 10050026 | E. cloacae 0,38 256,1 256 4 1 256 24 ESBL 150--4
13 11297 | M.C.Q 10051898 | E. cloacae 15 256,1 96 256,1 | 32,1 | 256,1 16 Néao ESBL 150-7
14 20096 ¥ D.A.G | 1017631 E. cloacae 0,75 256,1 48 256,1 | 32,1 | 256,1 16 Néao ESBL 150-1
15 12492 M.B 444495 E. cloacae 0,38 256,1 48 256,1 16 | 256,1 8 Néao ESBL
16 13549 | R.P.S | 10075264 | E. amnigenus | 0,38 32 192 4 1 256,1 2 ESBL

* As concentragdes dentro dos quadros amarelos representam isolados sensiveis aos antimicrobianos correspondentes.

Abreviaturas: Imp, imipenem; Cefotax, cefotaxima; Amica, amicacina; Gati, gatifloxacina; Ceftaz, ceftazidima.
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Anexo 3. Quadro com dados clinicos dos pacientes com bacteremia por Enterobacter spp. com sensibilidade reduzida a cefepima.
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Abstract

Background: Enterobacter spp. is an important clinical pathogen in nosocomial
bloodstream infections that frequently exhibits resistance to high spectrum
cephalosporins. In this microrganism, resistance is usually due to derepression of
AmpC locus, but other resistance mechanisms can also occur, like plasmid-encoded
extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs), which makes antimicrobial therapy
options much more limited. Purpose: The main objectives of this study were to evaluate
susceptibility profile, fourth-generation cephalosporin resistance, genetic similarity, and
antimicrobial therapy adequacy among Enterobacter spp. isolated from bloodstream
infections at Hospital S&o Paulo complex, in 2003 and 2004. Methods: A total of 93
bloodstream isolates consecutively collected between January 2003 and March 2004
were susceptibility tested for 7 broad-spectrum agents by using Etest and following the
NCCLS procedures for agar difusion tests. ESBL Etest strips for the detection of
extended-spectrum beta-lactamases were used to determine ESBL phenotypes in
Enterobacter spp. strains. The bloodstream cefepime-resistant Enterobacter spp. were
further selected for molecular typing by automated ribotyping, and the medical records
of all patients with positive blood culture for these cefepime resistant pathogens were
examined to evaluate antimicrobial therapy adequacy and the effect of inappropriate
empirical antibiotic therapy on patients outcome. Results: . Resistance rates among
Enterobacter spp. ranged from 28% for ceftazidime, 18,3% for cefotaxime and 12,9%
for cefepime. Imipenem showed the highest susceptibility rate (100.0% susceptible) and
was active even against the stably derepressed AmpC-producers. The overall rank
order of spectrum (% susceptible) was: imipenem (100%) amikacin (86,0%) >cefepime
(84,9%) = gatifloxacin (84,9%) >piperacillin/tazobactam (81,7%) >ceftazidime (72,0%)
>cefotaxime (68,8%). Only 46,2% of ceftazidime-resistant Enterobacter spp. were
susceptible to cefepime. Co-resistance to other antimicrobial agents was common amog
ceftazidime-resistant and cefepime-resistant isolates. Five strains of Enterobacter spp.
were phenotypically detected as ESBL producers. Seven distinct ribotyping patterns
were observed among the 14 cefepime-resistant Enterobacter spp.. Most of cefepime-
resistant Enterobacter spp. bacteremias were from patients with severe comorbidities
and admitted in intensive care units or surgical units. Of the 16 patients infected with
cefepime-susceptibility-reduced Enterobacter spp., 5 received appropriate initial

antimicrobial therapy. The mortality rate was higher in the inadequately treated group.



Conclusions: This study shows high rates of cefepime resistance in bloodstream
Enterobacter spp. isolates due to the presence of additional mechanisms of
antimicrobial resistance, other than ESBL production; and suggests that previous broad-
spectrum cephalosporin administration could be related to resistance emergence, and
empirical inappropriate antimicrobial therapy could adversely affect patients outcome.
The great genomic variability found among cefepime-resistant Enterobacter spp.
highlights the importance of appropriate use of antimicrobial agents, particularly broad-
spectrum cephalosporins, to restrict selection of resistant isolates.
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