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RESUMO - As infeccbes do trato urinario (ITU) estao entre as mais frequentes
patologias diagnosticadas em consultas clinicas. A Escherichia coli, uma
enterobactéria gram negativa, € considerada o principal agente etiolégico de
ITU. O tratamento com antimicrobianos estd sendo cada vez mais complicado,
pois as bactérias produzem mecanismos de resisténcia contra esses
medicamentos. O principal mecanismo € a producdo de betalactamases, que
sdo enzimas causadoras de hidrolise no anel betalactdmico de alguns
antibiéticos, tornando-os inativos. Dentre essas, destacam-se as
betalactamases de espectro ampliado.

O objetivo desse estudo foi detectar a presenca dessas enzimas em
uroculturas positivas para E.coli., retiradas de um laboratério privado do
municipio de Criciuma — SC. As amostras foram coletas durante uma semana,
totalizando 31 amostras. Essas, foram submetidas ao teste de discos
combinados para deteccdo de ESBL. Das 31 amostras, apenas 2 (6,45%)
foram positivas. Conclui-se, entdo, que ha baixa incidéncia dessa enzima em
amostras de pacientes ambulatoriais.

PALAVRAS-CHAVE - Infecgbes do trato urinério, betalactamases, resisténcia
bacteriana.

SUMMARY - The urinary tract infections (UTI) are among the most common
diseases diagnosed in clinical consultations. Escherichia coli, a Gram-negative
enterobacterium, is considered the main etiological agent of UTI. Treatment
with antibiotics is increasingly more complicated because the bacterium
produce mechanisms of resistance against these drugs. The main mechanism
is the production of beta-lactamases, enzymes that are causing the hydrolysis
of beta-lactam ring of antibiotics, rendering them inactive. Among these, there
are the beta-lactamases of extended spectrum.

The objective of this study was to detect the presence of these enzymes
in urine cultures positive for E. coli., Taken from a private laboratory in the town
of Criciuma - SC. Samples were collected during a week, totaling 31 samples.
These were tested with combination discs for detection of ESBL. Of the 31
samples, only two (6,45%) were positive. It follows, then, that there is low
incidence of this enzyme in samples of outpatients.
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INTRODUCAO

A Infeccdo do Trato Urinario (ITU) caracteriza-se pela invasdo e
multiplicacao bacteriana em qualquer segmento do aparelho urinario e pode ser
causada por diferentes microrganismos (6). A Escherichia coli € um dos
agentes microbianos mais comumente encontrados em ITU, sendo responsavel
por 75% dos casos (1).

O tratamento com antimicrobianos tem sido cada vez mais complexo
devido aos mecanismos de resisténcia produzidos pelas bactérias (6). A
resisténcia a antimicrobianos pode ocorrer devido ao uso indiscriminado
desses farmacos, além disso, os microrganismos resistentes se espalham de
pessoa a pessoa, 0 que contribui para a disseminacao da resisténcia dentro de
uma unidade de saude (11). Considera-se que das bactérias que causam
infeccdo hospitalar, aproximadamente 70% sao resistentes a pelo menos uma
das drogas comumente utilizadas para o tratamento das infecgbes (14).

O principal mecanismo de resisténcia utilizado pelas bactérias Gram-
negativas é a produgao de enzimas inativadoras, o que tem causado intensas
preocupacoes aos profissionais de saude (15). As enzimas mais importantes
sao as betalactamases, sendo capazes de hidrolisar o anel betalactamico de
cefalosporinas de terceira geragdo, penicilinas e outros antibidticos
relacionados. Essas enzimas sdo comumente encontradas na familia
Enterobacteriaceae (4).

Dentre as betalactamases, destacam-se as betalactamases de espectro
ampliado (ESBL). Sua producao é mediada por plasmideos que atribuem
ampla resisténcia aos antimicrobianos que contém o anel betalactamico em
sua estrutura. Estudos realizados em 2007, por Lartigue et al., apontam a E.
coli como principal produtora de ESBL (7). Essas enzimas tém sua acao
hidrolitica anulada pelos inibidores de betalactamase como, por exemplo, o
acido clavulanico (17).

A produgdo de betalactamases ndao € detectada com facilidade em
testes de sensibilidade realizados na rotina de um laboratério clinico, sendo
necessaria a realizacao de testes confirmatérios que detectem este fenétipo de
resisténcia (10). Em pesquisa realizada por Pallecchi et al. em cidades do Peru
e da Bolivia, de 54 cepas de E. coli com suscetibilidade diminuida para
cefalosporinas, 50 apresentavam tipos diferentes de ESBL. (13)

Pacientes infectados por enterobactérias produtoras de ESBL néo
devem ser medicados com antibidticos betalactamicos, pois pode haver falha
terapéutica e agravamento do quadro infeccioso (17). E de grande importancia
detectar precocemente essas bactérias multirresistentes para que ocorra a
realizacdo do tratamento adequado e as medidas de isolamento dos pacientes,
necessarias para impedir a proliferacdo destes patégenos em surtos
comunitarios e nosocomiais (10).

Nesse contexto, realizamos este trabalho para investigar a presenca de
betalactamases de espectro ampliado em cepas uropatogénicas de Escherichia
coli presentes em amostras de urina coletadas de pacientes atendidos de um
laboratério privado da cidade de Criciuma — SC.



MATERIAL E METODOS

Obtencao das cepas de Escherichia coli

As cepas de Escherichia coli uropatogénicas foram cedidas por um
laboratério privado do municipio de Cricitma — SC.

Foram coletados 31 isolados positivos para E. coli, obtidos de exames
bacteriolégicos de urina, durante 4 dias do més de outubro de 2011. As cepas
foram isoladas e identificadas por métodos utilizados pelo laboratério.

As placas, contendo as referidas uroculturas, foram transportadas em
recipiente de paredes rigidas, com adicdo de barras de gelo reciclavel para a
manutencao da temperatura e encaminhadas ao laboratério de Microbiologia
da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC.

Teste para deteccao de ESBL

Apés a coleta das amostras, as mesmas foram submetidas ao teste para
confirmagdo da presenca de ESBL, pelo método de discos combinados,
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (5). Este
método baseia-se na inibicdo da hidrélise do substrato betalactamico na
presenca de inibidores de betalactamases (5).

Foram utilizados discos de cefalosporinas (ceftazidima e cefotaxima, 30
Hg cada), com e sem a adicdo de acido clavulanico (10 pg) (5).

Para a realizacdo desse método, fez-se uma suspensao equivalente a
0,5 na escala de McFarland (padréo), através do método de suspensao direta
de colbnias. A suspensao foi inoculada de forma homogénea com auxilio de
swab em placas de agar Mueller - Hinton e foram adicionados os quatro discos
de cefalosporinas com e sem &cido clavulanico), com 3 cm de distancia entre
eles. Os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar classe 2.
As placas foram incubadas a 33 - 35° C, por 18 - 24 horas (5).

Os resultados da producdo de ESBL foram considerados positivos
quando, apos a leitura das placas, houve diferenca maior ou igual a 5 mm entre
0s halos obtidos no disco combinado e no disco de cefalosporina isolado (5).

Aspectos Eticos
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da

UNESC, protocolo n° 291/2011 de acordo com a Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude (CNS).

RESULTADOS

Os halos obtidos apés a realizacao do teste de discos combinados foram
medidos e das 31 amostras analisadas, somente 2 (6,45%) foram positivas.
Dessas, 1 apresentou diferenca 25mm entre os halos obtidos no disco de



ceftazidima isolado e combinado e outra no disco de cefotaxima isolado e
combinado, por sua vez as outras 29 (93,55%) foram negativas (Grafico 1).
As medidas dos halos de cada amostra encontram-se na TABELA 1.

TABELA 1
Medidas dos halos obtidos para cada antibiético nas 31 amostras de E.
coli analisadas. Em evidéncia, as medidas das amostras positivas.

Medidas dos halos, em mm, para cada antibiético
Amostra CAZ CAZ + CLV CTX CTX+CLV

1 31 33 36 36
2 25 27 32 32
3 27 29 30 31
4 29 29 34 34
5 22 24 16 19
6 30 31 33 33
7 29 30 33 33
8 28 29 31 31
9 27 29 30 30
10 31 32 35 35
11 31 35 36 36
12 28 29 31 32
13 25 27 30 30
14 27 30 32 32
15 29 32 35 35
16 30 30 35 32
17 29 30 31 30
18 27 27 32 35
19 27 27 31 31
20 26 29 31 32
21 29 30 34 34
22 25 28 32 30
23 27 29 32 32
24 27 30 32 33
25 28 28 31 32
26 13 19 16 18
27 29 29 31 31
28 27 28 31 31
29 22 22 30 30
30 26 30 27 33
31 31 32 34 35

* (CAZ) Ceftazidima; (CAZ+CLV) Ceftazidma + Ac. clavulanico; (CTX) Cefotaxima;
(CTX+CLV) Cefotaxima + Ac. clavulanico.



GRAFICO 1
Porcentagem de amostras com presenca e auséncia de ESBL.
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A FIGURA 1 mostra uma placa em que foram realizados os teste de
deteccao de ESBL (método de discos combinados).

FIGURA 1
Amostra positiva para ESBL. Apresenta diferengca 25mm entre os halos
dos discos de CAZ e CAZ + CLV.




DISCUSSAO E CONCLUSOES

Um dos maiores problemas encontrados em saude publica, nos dias de
hoje, & a producao de mecanismos de resisténcia bacterianos. A producéao de
betalactamases de espectro ampliado € considerado o principal mecanismo,
podendo levar o paciente acometido ao 6bito (15).

O tratamento com antimicrobianos em pacientes com infeccoes
causadas por cepas produtoras de ESBL fica restrito a poucos agentes de
amplo espectro de acdo (17). As bactérias isoladas que possuem maior
frequéncia na producdo de ESBL séo E. coli e Klebsiela pneumoniae (17). A
prevaléncia de ESBL varia de acordo com a regiao e com o local de coleta das
amostras, se ambulatoriais ou hospitalares (16). Bactérias isoladas de
ambiente hospitalar apresentam maior resisténcia que as isoladas de
ambulatérios (8).

Neste trabalho avaliou-se 31 amostras de E. coli, submetendo-as ao
teste para deteccdo de ESBL e obteve-se positividade em apenas 2 amostras
(6,45%). Foi encontrada diferenca = 5mm entre os halos obtidos de ceftazidima
associada e nao-associada a ac. clavulanico em umas das amostras positivas
e, na outra, essa diferenca foi encontrada entre os discos de cefotaxima
associada e nao-associada a ac. clavulanico, o que segundo Martins e Picolli
(2011), ja é suficiente para constatar resultado positivo para a producédo da
enzima (9). Em estudos realizados por Soares et al, em 2005, foram
analisados 51 isolados de E. coli, encontrando 2 positivos para ESBL (16). A
baixa prevaléncia de positividade ocorre devido ao fato de as amostras
avaliadas nesses estudos serem provenientes de laboratérios privados que
atendem principalmente pacientes ambulatoriais.

Em uma pesquisa realizada com amostras de E. coli provenientes de um
hospital observou-se maior indice de producao de ESBL, sendo 124 (15,76%)
positivas, das 787 amostras analisadas (15). Esses dados demonstram a maior
incidéncia de cepas produtoras dessa enzima quando as culturas sao
provenientes de hospitais, sendo reportada uma prevaléncia de 9% de E. coli
produtora de ESBL (16).

Estudos realizados em Trinidad e Tobago no ano de 2008 confirmaram a
presenga de ESBL em 9,3% de 716 amostras de E. coliisoladas (2).

A pesquisa fenotipica desse mecanismo enzimatico € importante tanto
no contexto epidemiol6gico quanto no terapéutico, para que se possa impedir 0
surgimento de surtos e falhas no tratamento (9). A resisténcia aos antibioéticos
aumenta cada vez mais no mundo inteiro, o que caracteriza um grande
problema de saude publica que contribui para o aumento da mortalidade em
pacientes hospitalizados (12). O wuso indiscriminado de antimicrobianos
betalactamicos tem contribuido para o incremento dessas cepas (15). As taxas
de E. coli produtoras de ESBL no Brasil (9,1%), sdo maiores que as
encontradas em outras partes do mundo. Dados do Antimicrobial Surveillance
Program (SENTRY) mostram: América Latina = 8,5%, Canada = 8,2%, EUA =
3,3%, perdendo apenas para a Europa, com 11,1% (9).

Medidas simples podem servir para a diminuicao dos indices de infeccéao
causados por bactérias produtoras de ESBL, como a terapéutica adequada e
racional, adogdo de medidas de higiene pelos profissionais de saude e
especialmente o rapido isolamento dos pacientes afetados (15). E muito
importante o trabalho em conjunto do analista clinico com o profissional



responsavel por prescrever o antibidtico, para que se possa evitar a prescricao
de um medicamento ineficaz ao paciente, além de evitar gastos
desnecessarios e colaborar para a diminuicdo da resisténcia (16).

Os resultados obtidos nesse estudo alertam para a necessidade de
maiores investiga¢cdes no municipio de Criciuma — SC, com numero maior de
amostras e obtencdo de cepas hospitalares que podem refletir indices mais
elevados de resisténcia aos betalactamicos, por producao de ESBL.

Esse fendtipo de resisténcia possui uma incidéncia consideravel,
principalmente em ambiente hospitalar, podendo disseminar-se muito
rapidamente. Portanto, é de extrema importancia a realizacdo por parte dos
laboratérios clinicos de testes que detectem a presenca dessa enzima, como o
teste de disco aproximacao, recomendado pelo CLSI, contribuindo para o
adequado tratamento dos pacientes acometidos.
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