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ARTIGO DE REVISAO
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Epidemiologia das betalactamases de espectro estendido [
Aceito para publicagdo em 14/02/12

no Brasil: impacto clinico e implicacoes para 0 agronegocio i« aui

Epidemiology of extended-spectrum beta-lactamases in Brazil: clinical impact and implications for agribusiness

Ketrin Cristina da Silva'; Nilton Lincopan?

TR resumo

ESBL A emergéncia e a disseminacdo de bactérias produtoras de betalactamases de espectro estendido
(ESBL) tém sido retratadas como grande problema de satde publica, especialmente no que diz respeito
a patdgenos associados as infec¢des relacionadas com a assisténcia a satde (IRAS). No Brasil, a maior
preocupacéo inclui as altas taxas de resisténcia a Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, embora as ESBL
Resisténcia bacteriana estejam amplamente disseminadas entre os membros da familia Enterobacteriaceae e sejam descritas
como enzimas do tipo TEM, SHV, CTX-M, VEB, BES e GES em diferentes estados. Contudo, as enzimas
dos grupos CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9 sdo as mais prevalentes em territdrio brasileiro. Além do
ambiente hospitalar, as ESBL de origem comunitéria e ambiental tém sido retratadas. A CTX-M-2 também
tem sido identificada em Salmonella, oriunda do ciclo de producdo animal, o que é alarmante para
o Brasil diante da importancia que a exportacdo de carnes assume para o agronegdcio. Dessa forma,
faz-se necessaria a regulamentacdo do uso de antimicrobianos em todos os setores, a fim de evitar a
disseminacéo de bactérias resistentes e resquardar a qualidade e a inocuidade dos alimentos. Portanto,
o0 presente estudo visa retratar o panorama geral da epidemiologia das ESBL no Brasil, enfatizando o
impacto clinico, ambiental e econdmico.
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abstract IS

The emergence and dissemination of extended-spectrum beta-lactamase bacteria (ESBL) have been reported | ESBL
as a major public health issue, mainly with regard to nosocomial infections. In Brazil, ESBL are widely
disseminated among the Enterobacteriaceae family and enzymes TEM, SHV, CTX-M, VEB, BES and GES
have been reported in several states. However, the major concern is the high rates of resistant Klebsiella
pneumoniae and Escherichia coli strains. Currently, ESBL belonging to CTX-M-2, CTX-M-8 and CTX-M-9 | Enterobacteriaceae
subtypes are the most prevalent in Brazil. Apart from nosocomial infections, ESBL bacteria from outpatient
and environmental samples have been identified. CTX-M-2 has been identified in Salmonella samples from
animal production, which may have dire consequences for agribusiness, particularly meat export in Brazil.
Thus, the regulation of antimicrobial agents is vital in order to avoid the dissemination of multidrug-resistant
bacteria and to assure the quality and innocuousness of food products. Therefore, this review aims to report
the epidemiology of ESBL in Brazil, focusing on their clinical, environmental and economic impact.
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Introducao

A emergéncia e a disseminacdo de betalactamases de
espectro estendido (ESBL) entre os membros da familia
Enterobacteriaceae tém sido descritas mundialmente como
ponto de urgéncia clinica devido a grande incidéncia des-
ses isolados em infec¢des relacionadas com a assisténcia a
satde (IRAS).

A esse respeito, as ESBL sdo definidas como enzimas
capazes de hidrolisar cefalosporinas de terceira e quarta
geracOes e aztreonam e sdo inativadas por inibidores espe-
cificos, isto é, clavulanato, sulbactam e tazobactam. Até o
momento, mais de 430 ESBL foram caracterizadas, havendo
descricao de muitas delas no Brasil.

Frequentemente, as ESBL séo codificadas por genes pre-
sentes em elementos genéticos méveis, como plasmideos,
transposons e integrons, os quais também carregam genes
de resisténcia a outras classes de antibiéticos, de modo que
o isolamento de cepas produtoras de ESBL multirresistentes
é a principal causa de falha terapéutica, levando ao aumento
considerével de morbidade por infec¢des bacterianas. Por
outro lado, o uso de antimicrobianos na producdo animal
tem favorecido a selecdo de enterobactérias produtoras
de ESBL com potencial para dissemina¢do na comunidade
por meio de contato direto e consumo de alimentos conta-
minados, podendo ainda se estabelecer nos ecossistemas.

Assim, este trabalho apresenta dados sobre a epide-
miologia das ESBL descritas no Brasil, as possiveis vias de
disseminacdo de cepas resistentes e suas implicacdes na
satide publica e no agronegdcio.

Betalactamases

A producdo de betalactamases constitui o principal
mecanismo associado a resisténcia aos antibidticos beta-
lactamicos, como penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenens (Figura 1). Essas enzimas
sao diversas em estrutura e preferéncia de substrato e,
diante da multiplicidade de betalactamases descritas, ha
dois esquemas de classificacao.

A enzima associa-se ndo covalentemente ao anel be-
talactamico. O anel é, entdo, atacado pela hidroxila livre
do lado do sitio ativo do residuo de serina, resultando na
formacdo de um grupo acil-éster. A hidrélise finalmente
libera a enzima ativa e o antibidtico hidrolisado inativo,
formando &gua e acido peniciloico.

o
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Figura 1 - Mecanismo de hidrélise de antibidtico betalactamico por ESBL
Adaptado de Livermore (1995)),
ESBL: betalactamases de espectro estendido; Ser: serina.

O esquema proposto por Bush-Jacoby-Medeiros baseia-se
na preferéncia de substrato da enzima e na inativacao diante
de inibidores especificos'? . Nessa classificacdo, as ESBL per-
tencem ao grupo 2be (enzimas do tipo TEM, SHV e CTX-M)
ou ao grupo 2d (ESBL do tipo OXA ). O esquema de classifi-
cacdo de Ambler considera a similaridade entre as cadeias de
aminoécidos das enzimas, e elas foram agrupadas nos tipos A,
B, C e D, de modo que as enzimas do tipo ESBL pertencem a
classe A de Ambler, exceto as da familia OXA, que pertencem
a classe DU, Atualmente, sdo descritas 203 enzimas do tipo
OXA, das quais algumas sédo classificadas como ESBL OXA-
11, OXA-14, OXA-15, OXA-16, OXA-17, OXA-19, OXA-28,
OXA-32, OXA-34, OXA-35, OXA-36, OXA-53, OXA-141, OXA-
142, OXA-145, OXA-147 e OXA-16103. De qualquer forma,
enzimas pertencentes as classes A e D séo reconhecidas por
possuirem residuo de serina em seu sitio ativo.

Outro grupo de enzimas com sitio ativo de serina e capa-
cidade de hidrolisar cefalosporinas sao as betalactamases cro-
mossomicas (AmpC); sao resistentes aos inibidores clavulanato,
sulbactam e tazobactam e, portanto, nao se classificam como
ESBL. Essas enzimas podem ser cromossomais ou plasmidiais
e pertencem ao grupo 1 na classificacdo de Bush-Jacoby-
-Medeiros e ao grupo C na classificacdo de Ambler?.

Um dos métodos para identificacdo fenotipica de ESBL
é a utilizagdo de fitas comerciais de E-test ESBL (Biomérieux,
Marcy I'Etoile, France), em que ha queda de pelo menos
trés vezes na concentracao inibitéria minima (MIC) do
antibidtico, quando este é associado a um inibidor que
indica a producéo de ESBL@' 49, Qutro método € o teste de
aproximacao de discos (DDST), em que os discos de cefalos-
porinas sao colocados a 30 mm de distancia do disco com
inibidor (clavulanato, tazobactam e sulbactam), havendo
sinergismo entre os substratos e o inibidor; a producao de
ESBL é confirmada”®. A zona de sinergismo é comumente
denominada zona fantasma (Figura 2). Geralmente, utili-
zam-se varias cefalosporinas no teste, incluindo cefotaxima,
ceftazidima, cefoxitina e cefepima. Quando ha resisténcia a
cefoxitina e ao inibidor e sensibilidade a cefepima, infere-se
a producdo de AmpC. Nesse caso, é preciso um pouco de
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Figura 2 - Testes fenotipicos para identificagdo de ESBL

(A) ESBL E-test; (B) teste do disco combinado; (C) teste da aproximagéo de discos.

ESBL: betalactamases de espectro estendido; CTX: cefotaxima; CLA: écido cla-
vulanico; CAZ: ceftazidima; CFT: ceftiofur; AMC: amoxilina + 4cido clavulanico;
CPM: cefepima.

cautela, uma vez que a resisténcia a cefoxitina pode ser
mediada por outros mecanismos, como bombas de efluxo,
perda da expressao de porinas e producdo de determinadas
carbapenemases®“?. O teste do disco combinado também é
uma alternativa para a triagem de ESBL. Nesse teste, quando
ha diferenca de 5 mm do didmetro do halo de inibicdo entre
o disco de cefalosporina e seu respectivo disco combinado
com inibidor, infere-se a producdo de ESBL(%.

Historico

A primeira betalactamase codificada por elemento gené-
tico movel foi identificada na Escherichia coli, isolada de um
paciente chamado Temoniera, nome que designou a enzi-
ma TEM-1@. A localizacdo em plasmideos e transposons
de TEM-1 possibilitou sua disseminacéo por transferéncia
horizontal, além de outras espécies de Enterobacteriaceae em
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza e Neisseria
gonorrhoeae® 7. Da mesma maneira, SHV-1 tornou-se
mundialmente disseminada.

Devido a prevaléncia e a disseminacdo das betalactama-
ses, as cefalosporinas de terceira geracdo foram introduzidas
na préatica médica na década de 1980, tendo estrutura
molecular resistente a acdo das enzimas descritas até entdo.
Porém, a pressdo seletiva exercida pelo uso intensivo dessas
novas drogas ocasionou a emergéncia de cefalosporinases
com espectro de atividade estendido, de modo que, em
1983, foi feita a primeira descricdo de uma ESBL, denomi-
nada SHV-2, por diferir-se de apenas um aminoécido da
enzima SHV-1¢9. Na América Latina, a primeira descricao
de ESBL foi feita no Chile, sendo reportada a presenca de
SHV-5 em K. pneumoniae®®?.

Em 1990, Bauerfeind reportou na Alemanha a produ-
cdo de uma cefalosporinase ndo pertencente as familias
TEM ou SHV, denominada de CTX-M-1®), idéntica a

enzima MEN-1, identificada na Franca® ®. No mesmo
periodo, varios relatos da enzima CTX-M-2 ocorreram
na Argentina® 7379, Posteriormente, o sequenciamento
do gene codificador da enzima FEC-1 (n(mero de acesso
no Genbank AB098539), descrita no Japao em 1986,
demonstrou sua similaridade com outras enzimas do
tipo CTX-M®Y; foi esta a primeira descricdo de enzima
do tipo CTX-M?%. Desde entédo, as enzimas da familia
CTX-M disseminaram-se de forma acelerada nos cinco
continentes. Dados presentes na literatura sugerem que
elas se tornaram mais prevalentes que as enzimas do tipo
TEM e SHV. No Brasil, a primeira enzima do tipo CTX-M
foi identificada na década de 199079,

Outras familias de ESBL tém sido identificadas em menor
nimero: PER, GES, VEB, BES, TLA, SFO e IBC(3 79,

ESBL no Brasil

As ESBL tornaram-se o principal problema de sadde
publica no que diz respeito as infec¢des nosocomiais e
comunitérias por membros da familia Enterobacteriaceae®®,
destacando-se a rapida disseminacdo dessas enzimas e o sur-
gimento constante de novas variantes. No Brasil, a producéo
de ESBL em Enterobacteriaceae também é alarmante, uma vez
que variantes do tipo TEM, SHY, CTX-M, OXA, BES, GES e
VEB tém sido descritas (Figura 3). Infelizmente, ndo existem
programas de vigilancia de abrangéncia nacional referentes a
resisténcia bacteriana e a seus mecanismos, tornando-se dificil
estimar a proporcdo de produtores de ESBL na federacéo.

Por outro lado, as enzimas pertencentes a familia CTX-M séo
predominantes na América do Sul, assim como na Espanha

CTX-M-2. CTX-M-28.
SHV-11, SHY.28
SHV-108, SHV-122

CTH-A-2, CTH-M-8,
CTX-M-9, CTXMA-T4,
CTH-A: T8, SHY.-8

CTH-M-1, CTH-M-2. CTH-M-3,
CTH-M-8, CTH-M-18, CTH-M-18,
SHV-11. BES-1, C0A-53

CTH-M-2, CTX-M-8, CTX-M-8, CTX-M-14,
CTH-M-18, CTXN-M-58, SHY.-2, SHY-5, SHY-12
SHY-2%. SHV-J1, SHV-18, SHV-40, SHV-82,
TEM-116, GES-5, GES-7, VEB

E Identificago femotipica de ESBL

Bl Camscierizagio molocular de ESBL

Figura 3 - Distribuicéo de ESBL em Enterobacteriaceae no Brasil*1 18 24 28,25, 31, 35
36, 47, 52-55, 58, 61, 63, 66, 76-79, 82, 86)

ESBL: betalactamases de espectro estendido.
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e no Leste Europeu®? 74 8, Portanto, segundo o ndmero
crescente de descricdes dessas enzimas no Brasil, infere-se
que variantes do tipo CTX-M também sejam predominantes
no pais em comparacdo as enzimas do tipo TEM e SHV,
prevalentes na América do Norte e no Oeste Europeu,
respectivamente®?. Ainda de acordo com a familia CTX-
-M, as betalactamases mais frequentemente isoladas em
territério brasileiro incluem os grupos CTX-M-2, CTX-M-8
e CTX_M_9(1, 10, 20, 31, 35, 52, 62, 68)'

Em relacdo a familia Enterobacteriaceae, o isolamento
de ESBL é descrito em diversos patgenos de origem hospi-
talar e comunitéria, inserindo Klebsiella spp., Escherichia coli,
Salmonella enterica, Citrobacter spp., Enterobacter spp., Proteus
mirabilis e Serratia marcescensi® 1618 20. 24,52, 59,85 - Contudo,
o ponto de urgéncia clinica tem sido a alta prevaléncia
de ESBL em Klebsiella spp. e Escherichia coli, os principais
enteropatdgenos associados as IRAS. Além disso, a promis-
cuidade de plasmideos carregando genes bla,, € retrata-
da na identificacdo de isolados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa, carregando enzimas do tipo CTX-M-2 em
integron de classe 1¢9.

ESBL de origem hospitalar

As primeiras descri¢cdes dos determinantes gené-
ticos de ESBL no Brasil caracterizaram a presenca de
genes do tipo bla_,, ,,em Enterobacter spp., Citrobacter
spp., Proteus spp. e E. coli% ). Posteriormente, genes
do tipo bla, ,, disseminaram-se para outras espécies
de bactérias Gram-negativas, como P. geruginosa e
K. pneumoniae®> 45 52 68),

Hoje, estima-se que aproximadamente 50% dos isolados
de Klebsiella spp. sejam produtores de ESBL, resultando em
falha terapéutica e surtos por cepas resistentes no ambiente
hospitalar, o que tem alto impacto na satide publica diante
das caracteristicas de patogenicidade e endemicidade da
bactéria® %8 Desse modo, diferentes clones de Klebsiella
spp. produtores de CTX-M tém sido relatados na literatura,
especialmente em unidades de tratamento intensivo, assim
como cepas de Escherichia coli extraintestinalé 35 8 86),
Logo, altas taxas de mortalidade séo associadas a infeccdes
por K. pneumoniae produtora de ESBL“® 4% 82 tendo como
evento favoravel a colonizacao para o estabelecimento da
infeccao®,

Variantes das ESBL do tipo GES sdo relatadas, princi-
palmente, em isolados de P. aeruginosa recuperados de
pacientes internados em hospitais’- ¢9. Entretanto, as
variantes GES-5 e GES-7 ja foram identificadas em cepas

de K. pneumoniae no estado de Sdo Paulo®: 7). O fato de
genes do tipo bla_ estarem presentes em integrons pode
ter contribuido para a aquisicdo desses determinantes por
bactérias Gram-negativas, o que é digno de preocupacédo
diante das caracteristicas de algumas variantes do tipo
GES, que séo eficientes em hidrolisar antibidticos carba-
penémicos?.

Recentemente, Escherichia coli produtora de CTX-M-15
tem se disseminado mundialmente e se tornado endémica
na Europa, identificando-se o clone MLST ST131, altamente
virulento, produtor da enzima® 2. No Brasil, a CTX-M-15
tem sido identificada em K. pneumoniae e Escherichia col{® ),
pertencendo a Ultima espécie ao grupo filogenético B2,
considerado o mais virulento segundo o esquema proposto
por Clermont et al.(*?).

O constante isolamento de cepas produtoras de ESBL
e o risco de falha terapéutica pela administracdo de cefa-
losporinas tém direcionado ao maior uso de antibiéticos
carbapenémicos®®. Consequentemente, carbapenemases
do tipo KPC-2, SPM-1, OXA-23, IMP-1 e OXA-143 tém se
disseminado no pais, especialmente em patdgenos asso-
ciados as IRAS® 7. 32.37,45, 50, 62)

ESBL de origem comunitaria

A alta taxa de resisténcia em bactérias de importancia
clinica, a emergéncia e a disseminacéo de K. pneumoniae
produtora de KPC-2 fizeram que a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), no ano de 2010, proibisse a
venda de antimicrobianos sem prescricdo médica, com o
intuito de diminuir o uso inadequado desses medicamen-
tos pela populagdo brasileira. No entanto, a emergéncia
de ESBL em infec¢es comunitérias €, mais recentemen-
te, em produtos de origem animal, animais selvagens
e de companhia e meio ambiente tém demonstrado a
complexidade envolvendo a disseminacdo de ESBL em
Enterobacteriaceqe®: 3'. 38 53, 54, 60,79, 81, 83)

O primeiro caso de produgdo de CTX-M-2 reportado no
Brasil ocorreu no ano 2000 em cepas de Proteus mirabilis
isoladas em laboratérios de hospitais brasileiros'® e, em
2007, foi reportada pela primeira vez Escherichia coli de
origem comunitéria produtora da mesma betalactamase®>.
Além disso, estirpes de Enterobacteriaceae carregando genes
do tipo bla,, foram identificadas em infeccbes de origem
comunitaria em pacientes diabéticos, assim como Klebsiella
pneumoniae produtora de SHV isoladas da microbiota de
individuos higidos®7: 87,
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ESBL na cadeia de producdo de alimentos

O uso intensivo de antimicrobianos na producéo ani-
mal, de forma profilatica e terapéutica, ou mesmo como
promotores de crescimento (aditivo de racdo), é descrito
como uma das principais causas de aquisicdao de resisténcia
em enteropat6genos® 89. Recentemente, a producéo de
CTX-M-2 por cepas de Salmonella enterica recuperadas
de produtos de origem aviaria (frango e ovos) e fontes
relacionadas (granjas produtoras de frango e peru) tem
sido reportada em diferentes estados brasileiros, inclusive
Parana e Santa Catarina, os maiores produtores de carne de
frango do pais¢'- 7. Por outro lado, Salmonella spp. isolada
de abatedouros de aves, resistente a cefotaxima, € descrita
no Brasil desde 2003, sugerindo a aquisicdo de ESBL em sal-
monelas de origem animal antes desses relatos recentes®@>.

Segundo a Secretaria de Vigildncia em Salde, ocorreram
1.275 surtos por Salmonella spp. no periodo de 1999 a
2008, correspondendo a 429% do total de surtos de doen-
cas transmitidas por alimentos no pais®®. Assim, a presenca
de pat6genos produtores de ESBL em alimentos de origem
animal é alarmante, devido: (I) ao risco de infec¢Ges com
alternativas terapéuticas limitadas; (Il) ao fato de o intestino
dos seres humanos e dos animais de producao servirem de re-
servatério para genes de resisténcia; (1ll) devido a possibilidade
de transferéncia horizontal dos mecanismos de resisténcia a
microbiota residente e a outros patégenos® 3 &), Sob esse
aspecto, a Salmonella spp. assume importancia, visto que

portadores assintomaticos continuam eliminando a bactéria
por longos periodos.

ESBL de origem ambiental

O despejo de efluentes nos recursos aquaticos também
tem contribuido para a disseminacdo dos mecanismos de
resisténcia, e vérios paises descrevem a presenca de bac-
térias resistentes em rios e efluentes(?”-3234, No estado do
Rio de Janeiro, fendtipos de Klebsiella spp. produtores de
ESBL foram recuperados de efluentes de hospital””. Nao
fermentadores resistentes a betalactdamicos também tém
sido isolados em fontes aquéaticas em outros estados. Fontes
et al. relataram Pseudomonas aeruginosa multirresistente
recuperada de amostras de dgua do Rio Tieté produtora
de SPM-163, demonstrando o risco do estabelecimento de
patégenos resistentes no meio ambiente.

Indubitavelmente, a mobilizacdo dos genes de resis-
téncia por meio de elementos genéticos méveis, isto €,
plasmideos, transposons e integrons, esta intimamente re-
lacionada com a ampla disseminacao das betalactamases®.
A intima relacdo entre genes cromossomais do género
Kluyvera e enzimas plasmidiais do tipo CTX-M demonstra
a interacao entre diferentes microrganismos nos ecossiste-
mas®“!-79, facilitando a troca de elementos genéticos entre
as diversas espécies bacterianas que, posteriormente, po-
derdo colonizar diferentes hospedeiros e ecossistemas e se
disseminar por diferentes vias (Figura 4).
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ESBL: implicacdes para o agronegdcio brasileiro

Além de todas as implicacGes sanitarias e na satide pu-
blica da disseminacdo de cepas multirresistentes e estirpes
produtoras de enzimas do tipo ESBL, devem-se considerar
0s prejuizos econdmicos acarretados pelo isolamento de
bactérias resistentes oriundas da cadeia de produgéo animal.

O Brasil é o terceiro maior produtor e o primeiro
exportador mundial de carne de frango, com mercados
importadores em ascensao. As exportacdes de carne de aves
totalizaram 3.981 milhdes de toneladas, correspondendo
a uma receita de 7.244 bilhdes de ddlares em 2010®. O
isolamento de amostras resistentes nos produtos de origem
avicola pode prejudicar as exportacdes brasileiras com os
importadores exigentes. De fato, em 2007, um estudo
realizado no Reino Unido revelou a produgdo de CTX-M-2
por cepas de Escherichia coliisoladas de frangos importados
do Brasil®). Mais recentemente, a presenca de CTX-M-2
também foi confirmada em cepas de Salmonella enterica
recuperadas da cadeia avicola?®.

Finalmente, sob a perspectiva de que a incidéncia de
amostras oriundas do ciclo de produgdo animal resistentes
a antibiéticos tem aumentado ao longo dos anos, faz-se
necesséaria a regulamentacdo do uso de antimicrobianos no
agroneg6cio em ambito nacional, além de medidas que
possam diminuir a disseminacdo de enteropatégenos em
alimentos de origem animal, como o melhoramento nas
técnicas de abate, resguardando a seguranca e a inocuidade
dos alimentos e consolidando o agronegdcio brasileiro no
cendrio internacional.

Conclusao

As ESBL séo descritas como o ponto de urgéncia clinica
entre os membros da familia Enterobacteriaceae e estdo am-
plamente disseminadas no territério brasileiro, retratando-se
diversas enzimas em diferentes patégenos. Vérios estados
ainda ndo notificaram a presenca de ESBL, uma vez que
o pais nédo dispde de programa nacional de vigilancia da
resisténcia microbiana. No entanto, o relato de ESBL em
Klebsiella spp. e Escherichia coli no ambiente hospitalar tém
sido frequente, especialmente enzimas pertencentes ao
grupo CTX-M-2.

O surgimento de novas variantes e a prevaléncia de
ESBL em isolados de origem comunitéria, ambiental e em
alimentos de origem animal tém demonstrado a com-
plexidade em estabelecer a origem da resisténcia. Com
relagdo aos animais de produgdo e produtos derivados, o
isolamento de ESBL é preocupante, tanto pelas implica-
¢Oes na satide pUblica como pelo fator econdémico, uma
vez que o Brasil € o maior exportador mundial de carne
de frango. O isolamento de enteropatégenos resistentes
na agropecuaria pode prejudicar o agronegécio brasileiro
com mercados importadores exigentes. Dessa maneira,
sdo necessarios estudos mais abrangentes com relacéo a
resisténcia no Brasil, além de medidas que estabelecam
o uso adequado de antibidticos na clinica médica e no
agronegocio, a fim de diminuir os impactos na satde
publica e consolidar o mercado brasileiro no cenério
internacional.
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