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resumo 
 
 

A produção de ß-lactamases de espectro expandido (ESBLs) é o mecanismo 
de resistência aos antimicrobianos ß-lactâmicos mais frequente entre a família 
Enterobacteriaceae. A sua detecção deve ser executada, por todos os 
laboratórios de Microbiologia, para que resultados de falsas sensibilidades às 
oximinocefalosporinas não sejam fornecidos indevidamente. Para além disso, 
o estudo da epidemiologia dos microrganismos produtores destas enzimas 
contribui para a prevenção e combate à sua disseminação. Assim, torna-se
fundamental que o diagnóstico in vitro seja efectuado com recurso a 
metodologias de alta especificidade e sensibilidade, adequadas à realidade 
hospitalar em que cada laboratório se insere. O objectivo deste trabalho foi 
fazer a caracterização fenótipica de isolados de E. coli e K. pneumoniae
produtoras de ESBLs, avaliar a sua incidência nas infecções nosocomiais e da 
comunidade e fazer a comparação entre três métodos de detecção e 
confirmação da produção de ESBLs, estudando a sua sensibilidade, 
especificidade e valores preditivos positivo e negativo. 
Os resultados obtidos sugerem a eleição do teste VITEK2 ESBL a adoptar 
como metodologia de rotina no laboratório de Microbiologia do Hospital Geral 
de Santo António, EPE, ao detectar 96,9% de isolados produtores de ESBLs e
apresentar 100% de sensibilidade na detecção de estirpes de E. coli ESBL 
positivas. Adicionalmente, os resultados demonstram que este método não 
implica custos acrescidos nem mobilização extraordinária de recursos 
materiais e humanos, para o serviço de Microbiologia deste hospital. 
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abstract 
 

Production of extended-spectrum β-lactamases (ESBL) is the mechanism of 
antimicrobial β-lactam resistance more frequent within Enterobacteriaceae
family members. Its detection should be made, in all diagnosis laboratories, to 
avoid reports of false susceptibility results to oximinocefalosporins. The 
epidemiological study of this type of microrganisms gives important information 
for the adoption of prevention and control measures to reduce dissemination of 
this mechanism of resistance among bacteria. So, its emergent that in vitro
diagnosis should be done with laboratorial methods, adjusted to the hospital 
reality and presenting high levels of sensibility and specificity. 
The aim of this study was to do the phonotypical characterization of E. coli and 
K. pneumoniae isolates harboring ESBLs, study their incidence in nosocomial 
and community infections and compare three methods of detection and   
phenotype confirmation of ESBLs production, evaluating their sensibility and 
specificity levels. 
Results suggest that the VITEK 2 ESBL test it’s a reliable methodology in the 
routine of Hospital Geral de Santo António, EPE, Microbiology laboratory, 
detecting 96,9% of ESBL producers and presenting 100% of sensibility in the 
detection of E. coli ESBL producers. Results also suggest, to Microbiology 
laboratory from this hospital, less costs, less professionals and resources 
mobilization.  
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1. Introdução 

 

O uso de antibióticos deve ser encarado como um acto de inteligência, pois as 

bactérias são melhores engenheiros genéticos que o homem e vão continuar a 

escapar ao seu efeito (1). Dada a sua eficácia e a sua baixa toxicidade para os 

animais e para o Homem, os ß-lactâmicos são um dos grupos de antibióticos mais 

utilizados na terapêutica de infecções de vários tipos, nomeadamente, aquelas da 

responsabilidade dos constituintes da família Enterobacteriaceae. Estes, são 

importantes patogéneos, capazes de causar inúmeros géneros de infecções, no 

Homem, por serem detentores de complexos factores de virulência e por 

apresentarem a capacidade de resistir aos antimicrobianos (1,2). 

 

1.1. Enterobacteriaceae 
 

Esta família abrange um grupo grande e heterogéneo de bastonetes Gram-

negativos, não esporulados, aeróbios ou anaeróbios facultativos apresentando 

diversas características ecológicas e patogénicas. Nela incluem-se os géneros 

Escherichia spp., Salmonella spp., Shigella spp., Enterobacter spp., Klebsiella 

spp., Serratia spp. e Proteus spp., entre outros. Bioquimicamente caracterizam-se 

pela capacidade de reduzir os nitratos a nitritos, fermentar a glicose (com 

produção de ácido ou ácido e gás) e são oxidase negativo (2). Estirpes de 

Escherichia coli, apresentando serogrupos distintos, fazem parte da flora 

comensal do intestino humano e animal, mas podem ser patogénicas, dentro ou 

fora do tracto gastrointestinal. Podem causar infecção noutros órgãos e a nível do 

aparelho gastrointestinal, quando há invasão deste por estirpes distintas das 

comensais (diarreia do viajante). São responsáveis por 90% das infecções do 

tracto urinário, 15% dos casos de septicemia, e ainda, meningite neonatal, 

peritonite, entre outros. A posse de fímbrias e adesinas, são os principais factores 

de infecção/colonização por estas bactérias, bem como, os internamentos 

prolongados, as alterações da imunidade e a antibioterapia (3). 

Outros géneros como Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp. e Serratia 

spp., que podem ser encontrados como habitantes normais do intestino grosso, 
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incluem bactérias que são essencialmente oportunistas e normalmente 

patogéneos nosocomiais. Estirpes de Klebsiella pneumoniae são habituais 

colonizadores da pele e das mucosas e são, frequentemente, responsáveis por 

infecções do tracto urinário, pneumopatias e septicemias nosocomiais (2,3). 

Apresentam grande capacidade de adaptação e multiplicação nas mãos dos 

profissionais de saúde e no material de apoio, podendo originar surtos epidémicos 

de difícil controlo (2,3). Entre os factores promotores de infecção/colonização, por 

estes microrganismos, encontram-se as doenças subjacentes (alcoolismo, 

diabetes, DPCO), os tratamentos invasivos, os internamentos prolongados e a 

antibioterapia (2). 

O uso excessivo, muitas vezes indiscriminado, dos antimicrobianos ß-lactâmicos 

no tratamento destas infecções, é a principal causa do aparecimento de 

determinado tipo de resistências (1,4,8). 

As primeiras referências à resistência microbiana, neste grupo de bactérias, 

remontam aos anos 60, acerca de estirpes de E. coli em relação à ampicilina (5). 

Actualmente, a resistência elevada destes microrganismos, é responsável pelos 

enormes problemas, principalmente a nível hospitalar, ocasionando o insucesso 

da terapêutica empírica, o prolongamento dos internamentos e o concomitante 

aumento dos custos hospitalares e sociais (4). 

 

1.2. Acção antimicrobiana dos ß-lactâmicos 
 

Os ß-lactâmicos constituem o grupo de antimicrobianos mais utilizado no combate 

a infecções provocadas por microrganismos Gram-negativos (1,11,21). Entre eles 

encontram-se as penicilinas, as cefalosporinas de primeira (cefalotina), de 

segunda (cefoxitina), terceira (ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona) e de quarta 

(cefepima) geração, os monobactamos (aztreonamo) e os carbapenemos 

(imipenemo, meropenemo). A sua aplicação é amplamente utilizada pois estes 

apresentam elevada toxicidade selectiva, larga diversidade de compostos e 

elevada eficácia terapêutica (1, 4). 

Porém esta eficácia foi posta em causa com o aparecimento de bactérias 

resistentes, algum tempo após a introdução de novos ß-lactâmicos no arsenal 
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terapêutico, as quais apresentam a capacidade de transmitir essa resistência 

entre a mesma espécie ou entre espécies diferentes. Este facto ocasionou a 

necessidade de aprofundar conhecimentos sobre farmacocinética dos ß-

lactâmicos, a natureza dos seus alvos, assim como, os mecanismos de 

resistência bacteriana e os diversos processos de transmissão da resistência (1).  

Este grupo de antibióticos é um conjunto de substâncias que apresentam algumas 

diferenças na sua composição química, na sua farmacocinética, e nas suas 

indicações terapêuticas. No entanto, têm em comum um anel ß-lactâmico 

constituído por três átomos de carbono e um de azoto com radicais alteráveis. O 

anel ß-lactâmico encontra-se combinado com um anel tiazolidina nas penicilinas 

ou com um anel dihidrotiazina nas cefalosporinas (1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1  – Estrutura química das penicilinas e das cefalosporinas  

A – anel ß-lactâmico; B – anel tiazolidina; C – anel dihidrotiazina; 

Adaptado de Sousa JC. Manual de Antibióticos Antibacterianos, p. 109, 2005. 

 

 

Como se pode ver na figura 1, para além do núcleo elementar das penicilinas e 

das cefalosporinas encontram-se, na sua estrutura, radicais variados (R, R1 e 

R2), cuja composição modifica o espectro antibacteriano e pode tornar o 

antibiótico sensível ou resistente ao suco gástrico ou conceder-lhe uma 

farmacocinética diferente. Assim, como nas cefalosporinas se podem modificar as 

características farmacocinéticas do antibiótico, mediante modificação de dois 

radicais, estas apresentam mais potencial do que as penicilinas. Por outro lado, a 

      S 

O 
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possibilidade de substituir X, no grupo carboxilo, quer por metais, quer por 

radicais orgânicos, pode atribuir ao composto particulares e dinâmicas novas (1).  

Os ß-lactâmicos afectam a fase final da biosíntese dos componentes do 

peptidoglicano, constituinte fundamental da parede celular das bactérias (fig.2). 

As PBPs (Penicillin-Binding-Proteins) são enzimas que catalizam o cross-linking 

da parede de peptidoglicano que rodeia a bactéria, mantendo a integridade da 

sua forma e da sua estrutura. Os ß-lactâmicos antiparietais actuam ligando-se às 

PBPs, inibindo-as irreversivelmente e consequentemente impedindo a síntese do 

peptidoglicano, ocorrendo falha na sustentabilidade da parede e subsequente lise 

celular (1,6,7).  

 

 

Figura 2  – Parede celular das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas 

 

 

1.3. Mecanismos bacterianos de resistência aos ß-la ctâmicos 
 

Sem dúvida que a resistência sempre fez parte da história das bactérias, mas só 

se tornou uma ameaça a partir do momento que o Homem começou a utilizar os 

ß-lactâmicos, clinicamente (4). Estes, rapidamente promoveram uma selecção, 

matando as bactérias susceptíveis, mas deixando as resistentes sobreviver (8). 

Os antimicrobianos ß-lactâmicos apresentam o importante inconveniente de 

poderem ser inactivados por hidrolases bacterianas (ß-lactamases) (1,7,8,10,12). 
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Aliás existem evidências que estas enzimas, capazes de inactivar os ß-

lactâmicos, eram produzidas pelas bactérias anteriormente à inserção e ao 

aperfeiçoamento destes, no uso clínico (4,5,9) 

Pode considerar-se o aparecimento da resistência como uma acção de causa-

efeito. Após a utilização da penicilina, no tratamento de infecções por 

Staphylococcus aureus, surgiram as primeiras resistências, devido à produção de 

penicilinases plasmídicas, que rapidamente alastraram entre a mesma espécie, 

bem como a outras espécies de Staphylococcus. Esta resistência implicou o 

aparecimento de novos fármacos estáveis à acção destas enzimas (1,5). No 

entanto, as bactérias são versáteis e rapidamente desenvolveram novos meios de 

resistir. 

A resistência às cefalosporinas (e outros ß-lactâmicos) pode ser característica de 

um determinado género, como nos de Enterococcus spp. (resistência intrínseca), 

ou pode ser adquirida por mutação espontânea ou transferência de ADN (8). 

Funcionalmente esta resistência pode reflectir-se na produção de ß-lactamases, 

em alterações da permeabilidade da membrana externa bacteriana e no sistema 

de efluxo, ou por alteração do alvo de acção. Alteração nas PBPs originais ou a 

aquisição de novas é um mecanismo mais comum em Gram-positivos, tais como, 

a resistência à penicilina em estirpes de Pneumococcus ou a resistência à 

isoxazolilpenicilinas nos Staphylococcus. Na generalidade, a resistência em 

Gram-negativos envolve a interrelação de vários mecanismo de resistência 

associados (impermeabilidade, efluxo, etc.) (1,4,6,8,12). 

 

 

1.4. Beta-lactamases 
 

As ß-lactamases são enzimas capazes de hidrolisar o anel ß-lactâmico (fig.1), 

constituinte comum dos antimicrobianos ß-lactâmicos, por hidroxilação irreversível 

da ligação amida, inactivando-os (1). Estas enzimas apresentam afinidades 

distintas para os diferentes grupos de ß-lactâmicos. Determinados tipos de ß-

lactamases podem ser produzidas por diferentes espécies bacterianas, mas uma 

espécie bacteriana também pode produzir diferentes tipos de ß-lactamases (4). O 
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seu aparecimento pode estar relacionado com a pressão selectiva exercida por 

microrganismo do solo, produtores de ß-lactâmicos (1,4,10,11,12). Podem ser 

cromossómicas e universais numa dada espécie ou podem ser mediadas por 

plasmídeos, oriundos de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. Estes 

últimos, apresentam um número extraordinário de ß-lactamases, sobretudo 

cromossómicas e plasmídicas (8).  

A primeira ß-lactamase plasmídica isolada de Gram-negativos – TEM-1 – foi 

descoberta em 1960. Esta foi encontrada numa estirpe de E. coli, isolada de uma 

amostra de sangue de uma doente Grega chamada Temoniera e daí a 

designação de TEM (1).  

Através da intervenção de plasmídeos e transposões, as enzimas do tipo TEM 

multiplicaram-se e difundiram-se, a nível mundial, em diferentes espécies das 

famílias das Enterobacteriaceae, Pseudomonadacea, Haemophilus e Neisseriae 

(1,10). 

A ß-lactamase plasmídica, SHV-1, por sua vez, pode ser encontrada 

frequentemente em estirpes de K. pneumoniae, nas quais se encontra codificada 

em cromossomas, sendo em estirpes de E. coli mediada por plasmídeos (11). 

 

1.4.1. Classificação 
  

Em virtude do elevado número de ß-lactamases que foram surgindo e da sua 

designação não se encontrar sistematizada, uma vez que era efectuada segundo 

características pouco homogéneas, isto é, com base no nome do paciente de 

onde foram isoladas (TEM), com a afinidade especifica para um dado substrato 

(CTX, CAZ), de acordo com as suas propriedades bioquímicas, etc., várias 

classificações ocorreram ao longo dos anos. As primeiras foram efectuadas por 

Jack, Richmond e Sykes (Quadro I), entre 1970 e 1973, tendo em conta o tipo de 

substrato e o comportamento em relação aos inibidores (1,13,14).  

Em 1976, nova classificação, estudando o ponto isoeléctrico (pI) das ß-

lactamases, foi proposta por Sykes e Matthew (1). 
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Quadro I  – Classificação das ß-lactamases segundo Richmond e Sykes 

Adaptado de Sousa JC. Manual de Antibióticos Antibacterianos, p. 128, 2005.   

 

 

Ambler, em 1980 (15), propôs uma nova sistematização agrupando as ß-

lactamases em classes com base na sequência dos aminoácidos das moléculas 

das ß-lactamases. Nesta classificação, as serino-ß-lactamases, as metalo-ß-

lactamases, as ß-lactamases cromossómicas e as oxacilinases fazem parte das 

Classes A, B, C e D, respectivamente (quadro II). 

 

 

Quadro II – Agrupamentos das ß-lactamases segundo Ambler 

Localização Classe A Classe B Classe C Classe D 

 

Cromossoma 

SHV -1 

(k. pneumoniae) 

P. vulgaris 

C. diversus 

Bacteroides 

 

Carbapenemases (1) 

 

 

AmpC (2) 

OXA – 1 

OXA – 2 

PSE – 2 

OXA – 10 

OXA – 23 

Plasmídeos, 

Transposões 

Penicilinases 

Estafilocócicas 

TEMs 

SHVs 

PSE-1 

 

IMP-1 (…) 

 

AmpC (3) 
 

       (1) em S. maltophilia, B. cepacia e E. faecium; (2) em E. cloacae, S. marcescens, P. aeruginosa, C. freundii, M. morganii;  

       (3) FOX-1, LAT-1, MIR-1, MOX-1; Adaptado de Sousa JC. Manual de Antibióticos Antibacterianos, p. 128, 2005.   

 

 

Mais recentemente, na década de 90, Bush, Jacoby e Medeiros (16), propuseram 

uma classificação que relacionava o tipo de substrato e de inibidor com a sua 

estrutura molecular (quadros III e IV). 

 

 

Classe β – Lactamases 

I Cromossómicas (cefalosporinases), inibidas pela cloxacilina e carbenicilina 

II Cromossómicas (penicilinases), inibidas pela cloxacilina 

III Plasmídicas (TEM-1, TEM-2, etc.), inibidas pelo ácido clavulânico 

IV Cromossómicas, não inibidas pela cloxacilina 

V Plasmídicas (penicilinases) de largo espectro, inibidas pelo ácido clavulânico 
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Quadro III  – Grandes grupos das ß-lactamases segundo Bush 

Grupo 1 
Cefalosporinas cromossómicas de bacilos de Gram-negativos, resistentes ao ácido clavulânico. 

Classe C de Ambler. 

Grupo 2 ß-lactamases inibidas pelo ácido clavulânico. Classes moleculares A e D.  

Grupo 3 
Metaloenzimas, capazes de hidrolisar os carbapenemos, resistentes ao ácido clavulânico, 

sulbactam e tazobactam. Classe B de Ambler. 

Grupo 4 Penicilinas resistentes ao ácido clavulânico.  

Adaptado de Sousa JC. Manual de Antibióticos Antibacterianos, p. 129, 2005.   

 

 

Quadro IV  – Subgrupos das ß-lactamases segundo Bush 

Adaptado de Sousa JC. Manual de Antibióticos Antibacterianos, p. 129, 2005.   

 

 

 

Antes da década de 60, os poucos ß-lactâmicos em uso apresentavam acção 

particularmente contra microrganismos Gram-positivos. Com o desenvolvimento 

da ampicilina, como primeiro ß-lactâmico de espectro mais alargado, deu-se o 

alastramento das ß-lactamases plasmídicas. No esforço de combater estas 

enzimas, foram desenvolvidos novos compostos químicos estáveis à sua acção 

durante os anos 70 e 80 (1,4). Entre estes encontravam-se as aminopenicilinas 

associadas a inibidores, as oximinocefalosporinas ou cefalosporinas de terceira 

geração (cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona), as cefamicinas e os 

carbapenemos. No entanto, provavelmente devido à pressão selectiva resultante 

do uso abusivo das oximinocefalosporinas no tratamento de infecções graves por 

Subgrupo 2a Penicilinases clássicas das bactérias Gram-positivas. 

Subgrupo 2b ß-lactamases TEM-1, TEM-2, SHV-1 e ß-lactamases cromossómicas de Klebsiella. 

Subgrupo 2be 
Enzimas capazes de hidrolisar as penicilinas e as cefalosporinas clássicas, bem como a 

cefotaxima, ceftazidima e aztreonamo, e inibidas pelo ácido clavulânico.  

Subgrupo 2bd ß-lactamases derivadas de TEM, resistentes aos inibidores. 

Subgrupo 2c Carbenicilinases. 

Subgrupo 2d Oxacilinases que inactivam a cloxacilina. 

Subgrupo 2e 

Cefalosporinases cromossómicas, inibidas por baixas concentrações de ácido clavulânico e as 

cefalosporinases plasmídicas que hidrolisam a cefotaxima, apresentando fraca actividade 

hidrolítica face à penicilina e sensíveis ao ácido clavulânico. 

Subgrupo 2f Carbapenemases (excepto as metaloenzimas). 

Subgrupo 3a Enzimas que hidrolisam as penicilinas. Hidrolisam rapidamente o imipenemo e as cefalosporinas.  

Subgrupo 3b 

Enzimas das espécies de Aeromonas, consideradas as verdadeiras carbapenemases (LIvermore, 

1993, Rasmussen e Bush, 1997, Bush, 1998). Com elevada capacidade para hidrolisar os 

carbapenemos. 

Subgrupo 3c 
Metalo-ß-lactamase de Legionella gormanii. Elevada capacidade para hidrolisar as cefalosporinas 

e a ampicilina. 
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bactérias Gram-negativas, novas ß-lactamases surgiram. Por serem codificadas 

por genes localizados em plasmídeos, permitindo a sua fácil disseminação, e 

devido ao seu largo espectro de actividade contra as oximinocefalosporinas, estas 

enzimas foram designadas como ß-lactamases de espectro expandido (ESBLs) 

(4,8,10,11,12). 

 
 

1.4.1. Outras ß-lactamases 

Beta-lactamases resistentes ao inibidor (IRT Beta-l actamases) 
 

Estas ß-lactamases não são ESBLs, mas por vezes são tidas como tal pois 

derivam das enzimas clássicas TEM e SHV. Estas ß-lactamases que resistem à 

inibição pelo ácido clavulânico foram descobertas nos anos 90. Por sequenciação 

nucleotídica concluiu-se que estas derivavam dos tipos TEM-1 e TEM-2 (17). 

Inicialmente foram apelidadas de IRT (ß-lactamase TEM resistente ao inibidor). 

Posteriormente, procedeu-se à sua classificação numérica, e actualmente, 

existem numerosas IRTs. Podendo ser encontradas, principalmente, em estirpes 

de E. coli, K. pneumoniae e oxytoca, P. mirabilis e Citrobacter freundii, foram 

detectadas pela primeira vez em França e noutros locais da Europa (18,19,20). 

Recentemente, foi descoberta uma enzima – TEM-50 – que apresentava 

substituições aminoacídicas, comuns às TEMs resistentes ao inibidor e às ESBLs. 

Esta enzima é resistente ao ácido clavulânico, mas também apresenta uma ligeira 

resistência às cefalosporinas de largo espectro, o que poderá indicar a 

possibilidade de um novo grupo de ß-lactamases que apresentam características 

das ESBLs e das enzimas resistentes ao inibidor (21). 

 

 

AmpC 

 

A partir de finais dos anos 70, este tipo de ß-lactamases emergiu como um dos 

mediadores da resistência dos bacilos Gram-negativos aos antimicrobianos. Estas 

enzimas apresentam-se como cefalosporinases capazes hidrolisar todos os ß-
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lactâmicos e podem ser de dois tipos: de mediação plasmidica e cromossomica 

ou indutiveis. Podem ser expressas por vários microrganismos, nomeadamente, 

C. freundii, E. cloacae, M. morganii, S. marcescens, entre outros (1,21). A sua 

produção é fortemente induzida por ß-lactâmicos, tais como, a cefoxitina e pelo 

imipenemo, mas fracamente induzida pelas cefalosporinas de terceira e quarta 

gerações. Nos finais da década de 80, estes genes foram detectados em 

plasmídeos e foram transferidos para microrganismos que geralmente não 

expressavam ß-lactamases cromossomicas, tais como estirpes de K. pneumoniae 

e E. coli, entre outras (1,22). 

Não existem normas padronizadas para a detecção destes mecanismos de 

resistência. No entanto, torna-se essencial a sua detecção paralela à detecção 

das ESBLs, pois ambas podem coexistir e mascarar-se umas às outras (1, 

8,21,22). 

 

 

Carbapenemases 

 

Estas enzimas constituem uma família muito versátil de ß-lactamases, capazes de 

rivalizar em termos de espectro de acção com as outras ß-lactamases. Apesar de 

conhecidas como “carbapenemases”, muitas destas enzimas apresentam acção 

hidrolítica sobre todos os ß-lactâmicos, e na sua maioria são resistentes aos 

inibidores das ß-lactamases. As primeiras carbapenemases descritas foram 

isoladas de bacilos Gram-positivos. Pertencem a duas grandes famílias 

moleculares que se distinguem entre si pelos diferentes mecanismos de hidrólise, 

que apresentam. São inibidas pelo EDTA, o que as define como metalo-enzimas. 

Estas metalo-carbapenemases apresentam no seu centro activo pelo menos um 

átomo de zinco o que facilita a hidrólise de um anel ß-lactâmico bicíclico (1, 21, 

23). 

Em 1980, carbapenemases apresentando serina no centro activo, emergiram 

entre a família das Enterobacteriaceae. Foram descritas como resistentes ao 

efeito do EDTA, mas inibidas pelo ácido clavulânico e pelo tazobactam. Até aos 

anos 90, todas as carbapenemases podiam definir-se como ß-lactamases 
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cromossomicas especificas de determinadas espécies. No entanto, a descoberta 

das ß-lactamases IMP-1, ARI-1 (OXA-23) e KPC-1 em estirpes de P. aeruginosa, 

A. baumannii e K. pneumoniae, respectivamente, alterou os padrões de 

disseminação das carbapenemases. Devido à rápida disseminação interespécies 

deste tipo de ß-lactamases, tornou-se essencial conhecer os seus mecanismos 

de acção para implementar a antibioterapia mais eficaz para controlo da infecção 

(23). 

 

 

1.5. Beta-lactamases de espectro expandido (ESBLs) 
 

O primeiro microrganismo detentor de uma ESBL foi isolado em 1983, em 

Frankfurt, na Alemanha. Em 1985 e no início da década de 90, ocorreu um 

primeiro surto hospitalar em França e depois nos EUA, respectivamente. 

Actualmente, comprovando a sua capacidade de adaptação, o número de 

variantes de ESBLs identificadas tem vindo a aumentar significativamente por 

todo o mundo (1,11,21). 

As ESBLs, na sua maioria, derivaram de mutações pontuais ocorridas no centro 

activo das ß-lactamases clássicas TEM (TEM-1 e TEM-2) e SHV (SHV-1) e 

actualmente estão descritas mais de 150 do tipo TEM e mais de 50 do tipo SHV 

(1). Estas têm sido isoladas com mais frequência de estirpes de E. coli e K. 

pneumoniae mas já foram encontradas entre outros géneros de Citrobacter spp., 

Serratia spp., Salmonella spp. e na espécie P. aeruginosa (1). 

Tendo em conta a classificação de Bush, Jacoby e Medeiros (16) (quadro IV), as 

ESBLs pertencem ao grupo 2be e podem definir-se como capazes de hidrolisar as 

penicilinas, as oximinocefalosporinas e os monobactamos, como o aztreonamo. 

São susceptíveis às cefamicinas e aos carbapenemos e a sua acção hidrolítica é 

inibida, mais ou menos, pelos inibidores de ß-lactamases, nomeadamente, o 

ácido clavulânico, o tazobactam e o sulbactam (1,4,10,21). De acordo com a sua 

origem estas enzimas podem agrupar-se em dez grupos diferentes, tal como se 

pode ver na figura V. 
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Quadro V  – Diferentes grupos de ß-lactamases de espectro expandido 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
   

 
Adaptado de Sousa JC. Manual de Antibióticos Antibacterianos, p. 133, 2005. 

 

 

TEM 

 

Entre as bactérias Gram-negativas a TEM-1, que confere resistência às 

penicilinas e as cefalosporinas de primeira geração, é a ß-lactamase mais 

frequentemente encontrada sendo mais de 90% das resistências, em estirpes de 

E. coli, devidas à produção de TEM-1. A substituição de um único aminoácido na 

ß-lactamase TEM-1 deu origem a um novo tipo – TEM-2. Esta modificação foi 

acompanhada por uma alteração do ponto isoeléctrico de 5,4 para 5,6, sem 

alteração do substrato. A TEM-3, originalmente descoberta em 1989, foi por sua 

vez, a primeira ß-lactamase do tipo TEM que enunciou o fenótipo ESBL (21).  

Actualmente existem aproximadamente 90 mutações da TEM original e algumas 

destas ß-lactamases são enzimas resistentes ao inibidor (IRT), mas a sua maioria 

são ESBLs (17,18,19). As substituições de aminoácidos ocorrem entre as 

enzimas TEM em número limitado de posições e as combinações destas 

mudanças de aminoácidos resultam em varias alterações na hidrólise de 

oximinocefalosporinas específicas (ex.: cefotaxima e ceftazidima), ou alterações 

dos pontos isoeléctricos (quadro VI) (1,11). 

Segundo estudos realizados, as ESBLs do tipo TEM, que ocorrem naturalmente, 

resultam mais das oscilações da pressão selectiva dos vários ß-lactâmicos numa 

dada instituição do que da acção de um único agente (11).  

 

ESBL Beta-lactamase (origem) País Espécie 

TEM TEM-1, TEM-2 França Enterobacteriaceae 

SHV SHV-1 Alemanha P.aeruginosa 

CTX-M KLUA Alemanha E.coli, Salmonella spp 

OXA OXA-10 Turquia P.aeruginosa 

PER  França P.aeruginosa 

VEB PER Vietname E.coli 

TLA CME-1 México E.coli 

GES  África do Sul K.pneumoniae 

BES Y. enterocolitica Brasil  S.marcescens 

SFO AmpA S. fontícola Japão E.cloacae 
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Quadro VI – Características das ß-lactamases do tipo TEM 

  TIPO DE ENZIMA 

pI1 ENZIMAS 
Largo 

Espectro 
ESBL IRT2 

5.2 TEM-12, -55, -57, -58    

5.2 -30, -31, -35, -36, -37, -38, -41, -45,    

5.2 -51, -73, -74    

5.3 TEM-25    

5.4 TEM-1    

5.4 TEM-7, -19, -20, -65    

5.4 TEM-32, -33, -34, -39, -40, -44    

5.42 TEM-29    

5.55 TEM-5, -17    

5.59 TEM-9    

5.6 TEM-2    

5.6 TEM-10, -11, -13, -26, -63    

5.6 TEM-50    

5.6 TEM-59    

5.7 TEM-68    

5.8 TEM-42    

5.9 TEM-4, -6, -8, -27, -72    

6.0 TEM-15, -47, -48, -49, -52, -66, -92    

6.1 TEM-28, -43    

6.3 TEM-3, -16, -21, -22    

6.4 TEM-56, -60    

6.5 TEM-24, -46, -61    

#
3
 TEM-14, -53, -54    

 TEM-76, -77, -78, -79, -81, -82, -83, -84    

 Adapatado de Bradford P. Extended-spectrum β – lactamases in the 21st century: characterization, epidemiology and 
 detection of this important resistance threat. Vol.14, p. 933-51.2001.  
(1) Ponto isoeléctrico ou pI é o valor de pH onde uma molécula, por exemplo, um aminoácido ou uma proteína,  
apresenta carga eléctrica líquida igual a zero. O pI é o pH no qual há equilíbrio entre as cargas negativas e 
positivas dos agrupamentos iónicos de um aminoácido ou de uma proteína. 
 (2) Beta-lactamase TEM resistente ao inibidor 

 (3) Não determinado 
 
 

 

Apesar da maior frequência de ß-lactamases TEM se verificar em estirpes de E. 

coli e K. pneumoniae, também são encontradas, cada vez com maior frequência, 

noutras espécies de bactérias Gram negativas (1,4,10,12). 

 

SHV 
 

Esta ß-lactamase é mais frequentemente isolada de estirpes de K. pneumoniae e 

é responsável, nestas espécies, por mais de 20% das resistências à ampicilina 
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mediadas por plasmídeos (11,21). Em várias estirpes de K. pneumoniae, o gene 

blaSHV-1, encontra-se integrado no cromossoma bacteriano. Apesar de ter sido 

posta a hipótese de que o gene que codifica para SHV-1 poder existir como 

fazendo parte de um transposão, esta nunca foi demonstrada (21). 

Ao contrário dos tipos TEM, há relativamente poucas descendências das SHV-1 

(quadro VII). 

Para além disso, as mudanças observadas no gene blaSHV ocorrem em menos 

posições dentro do gene estrutural. A maioria destas variantes que possuem um 

fenótipo ESBL é caracterizada pela substituição de uma serina por uma glicina, na 

posição 238. Por outro lado, as variantes relacionadas com as ß-lactamases SHV-

5, também apresentam uma substituição da lisina por glutamato, na posição 240. 

O resíduo de serina na posição 238, é fundamental para a hidrólise eficaz da 

ceftazidima, e o resíduo de lisina é vital para a hidrólise eficiente da cefotaxima 

(21). 
 

Quadro VII – Características das ß-lactamases do tipo SHV 

  TIPO DE ENZIMA 

pI Enzimas 
Largo 

Espectro 
ESBL IRT 

7.0 OHIO-1, LEN-1    

7.0 SHV-3, SHV-14    

7.5 SHV-24    

7.6 SHV-1, SHV-11    

7.6 SHV-2, -2ª, -6, -8    

7.6 SHV-13, -19, -20    

7.6 SHV-21, -22    

7.8 SHV-4, -7, -18    

8.2 SHV-5, -9, -12    

8.2 SHV-10    

  Adapatado de Bradford P. Extended-spectrum β – lactamases in the 21st century: characterization,  
  epidemiology and detection of this important resistance threat. Vol.14, p. 933-51.2001.  

 

 

Actualmente, a maior parte dos mutantes SHV, são ESBLs (quadro VII). No 

entanto, o tipo SHV-10 apresenta um fenótipo IRT. Segundo estudos realizados, 

esta enzima parece derivar de SHV-5 e contém uma substituição de um 

aminoácido adicional, na posição 130,de glicina pela serina (11,21). 
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Como já foi dito anteriormente, a maioria das ESBL do tipo SHV encontram-se em 

estirpes de K. pneumoniae, mas também foram encontradas em Citrobacter 

diversus, E. coli e P. aeruginosa (10,12,24). 

CTX-M 
 

Esta família de ESBLs plasmídicas, CTX-M, é mais frequente entre isolados de 

Salmonella entérica e E. coli, mas também, em espécies de Enterobacteriaceae 

(quadro VIII) e apresenta preferência hidrolítica para a cefotaxima. Estas enzimas 

apresentam só 40% de similaridade com as ß-lactamases TEM e SHV (11,21).  

Previamente, as cefalosporinases de classe A cromossómicas eram as enzimas 

mais relacionadas com esta família (73 a 77% de homologia), e encontravam-se 

entre estirpes de K. oxytoca, C. diversus, Proteus vulgaris e Serratia fonticola 

(21). No entanto, segundo estudos realizados, existe um alto grau de homologia 

entre a enzima cromossómica AmpC de Kluyvera ascorbata (Klu-1 e klu-2) e as 

enzimas CTX-M, sugerindo que a ultima terá surgido desta espécie. Um estudo 

filogenético da família das ß-lactamases CTX-M, revelou quatro tipos majores: o 

tipo CTX-M-1 (incluindo, CTX-M-1 e CTX-M-3), o tipo CTX-M-2 (incluindo, CTX-M-

2, CTX-M-4, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7, Toho-1 e Toho-2 e CTX-M-8 (11,21).  

Estudos realizados revelaram as ß-lactamases CTX-M hidrolisam melhor a 

cefalotina do que a benzilpenicilina, e preferencialmente a cefotaxima em 

detrimento da ceftazidima, que apesar de sofrer alguma hidrólise, por estas 

enzimas, esta não é suficiente para fornecer resistência clínica aos 

microrganismos onde residem. Foi sugerido, inclusive, que o resíduo de serina na 

posição 237, e que está presente em todas as enzimas CTX-M, tem um papel 

fundamental na actividade de espectro alargado das ß-lactamases do tipo CTX-M 

(21). 

Para além da eficaz hidrólise da cefotaxima, outra característica destas enzimas 

relaciona-se com a sua melhor inibição pelo tazobactam. Estirpes expressando ß-

lactamases CTX-M foram isoladas em todo o mundo, mas estão mais 

frequentemente associadas a episódios no leste da Europa, na América do Sul e 

no Japão (21,26).  
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Alguns estudos focam casos do oeste da Europa, mas estes vieram a revelar 

pertencer a doentes emigrantes provenientes do leste da Europa (21,28). No 

entanto, Sabeté et al. (27) concluíram através de um estudo realizado em 

Espanha, que 23 amostras de E. coli e K. pneumoniae expressavam a ß-

lactamase CTX-M-9, sugerindo este facto a existência de focos endémicos desta 

enzima no oeste da Europa.  

 

Quadro VIII  – Características das ESBLs do tipo CTX-M 

Beta-lactamase Desig. alternativa pI1 País de origem Espécie bacteriana 

CTM-M-1 MEN-1 8.9 Alemanha, Itália E. coli 

CTX-M-2  7.9 Argentina S. enterica 

CTXM-3  8.4 Polónia C. freundii, E. coli 

CTX-M-4  8.4 Rússia S. enterica 

CTX-M-5 CTX-M-3 8.8 Letónia S. enterica 

CTX-M-6  8.4 Grécia S. enterica 

CTX-M-7 CTX-M-5 8.4 Grécia S. enterica 

CTX-M-8  7.6 Brasil 

P. mirabilis, 

E. cloaclae, 

E.aerogenes,  

C.amalonaticus 

CTX-M-9  8.0 Espanha E. coli 

CTX-M-10  8.1 Espanha E. coli 

Toho-1  7.8 Japão E. coli 

Toho-2  7.7 Japão E. coli 

Adapatado de Bradford P. Extended-spectrum β – lactamases in the 21st century: characterization, epidemiology and 
 detection of this important resistance threat. Vol.14, p. 933-51.2001. 
(1) ponto isoeléctrico 
 

 

 

Entretanto, a ß-lactamase CTX-M-3, numa estirpe de Enterobacter cloacae foi 

recentemente isolada em França, e confirmado que, na maior parte dos 

laboratórios franceses, a enzima CTX-M é a ESBL mais isolada (29). 

 

OXA  
 

A família constituída pelas enzimas do tipo OXA encontra-se em franco 

desenvolvimento e difere dos tipos SHV e TEM, pois é característica da classe D 

de Ambler e do grupo 2d, de Bush. São resistentes à ampicilina e à cefalotina, 

possuem forte acção hidrolítica contra a oxacilina e a cloxacilina e são muito 

sensíveis ao ácido clavulânico. Para caracterizar este grupo de ß-lactamases que 
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apresenta um perfil hidrolítico especifico, a família OXA foi originalmente criada 

mais como um fenótipo do que um grupo genótipico (21). Enquanto a maioria das 

ESBLs foram encontradas em estirpes de E. coli, K. pneumoniae e outras 

Enterobacteriaceae, as ESBLs do tipo OXA foram, principalmente, isoladas em P. 

aeruginosa, tal como se pode ver no quadro IX (1,11,21). 

Este tipo de ESBLs, deriva essencialmente de mutações do tipo OXA – 10 e a 

estirpes de E. coli confere-lhes pouca resistência às oximinocefalosporinas mas, 

no entanto, o contrario acontece em isolados de P. aeruginosa (31). 

Por sua vez, o tipo OXA-17 concede resistência à cefotaxima e à ceftriaxona, mas 

não apresenta o mesmo efeito sobre a ceftazidima (32). Com a excepção da 

OXA-18, as enzimas OXA clássicas, são fracamente inibidas pelo ácido 

clavulânico (33). 

 

 

Quadro IX – Características das ESBLs do tipo OXA 

Beta-lactamase Derivação pI1 País de origem Espécie bacteriana 

OXA-11 OXA-10 6.4 Turquia P. aeruginosa 

OXA-13 OXA-10 8.0 França P. aeruginosa 

OXA-14 OXA-10 6.2 Turquia P. aeruginosa 

OXA-15 OXA-2 8.7, 8.9 Turquia P. aeruginosa 

OXA-16 OXA-10 6.2 Turquia P. aeruginosa 

OXA-17 OXA-10 6.1 Turquia P. aeruginosa 

OXA-18 OXA-9, OXA-12 5.5 França P. aeruginosa 

OXA-19 OXA-10 7.6 França P. aeruginosa 

OXA-28 OXA-10 7.6 França P. aeruginosa 

Adapatado de Bradford P. Extended-spectrum β – lactamases in the 21st century: characterization, epidemiology and 
                detection of this important resistance threat. Vol.14, p. 933-51.2001 

 

 

O tipo OXA-21 foi isolado de estirpes de Acinetobacter baumannii (A. baumannii), 

mas permanece pouco claro se esta é uma ESBL ou se uma enzima de espectro 

original (34). 

Para além das ESBLs do tipo OXA, foram descritas algumas derivantes OXA, que 

não são ESBLs. A maior parte dos novos membros desta família foram isolados 

em bactérias na Turquia e em França (35,36,37).  
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1.5.1. Outros tipos de ESBLs 
 

Enquanto a maioria das ESBLs deriva das ß-lactamases TEM ou SHV, e outras 

podem ser agrupadas numa das novas famílias de ESBLs, algumas foram 

descritas e caracterizadas, uma vez que não podiam pertencer a nenhuma das 

famílias já conhecidas (quadro X).  

A ß-lactamase PER-1 foi descoberta em estirpes de P. aeruginosa, isoladas de 

doentes turcos e, posteriormente foi também isolada em estirpes de S. enterica 

serovar Typhimurium e A. baumannii (38,39). Esta ß-lactamase encontra-se 

disseminada pela Turquia e é encontrada em mais de 60% de estirpes de A. 

baumannii, resistentes à ceftazidima. Uma PER-1 plasmídica comum foi 

encontrada em múltiplas isolados nosocomiais de S. enterica serovar 

Typhimurium, sugerindo que as estirpes adquirem resistência plasmídica, em 

ambiente hospitalar (40,41). 

Uma enzima relacionada, PER-2, apresentando 86% de homologia com a PER-1, 

foi posteriormente isolada entre estirpes de S. enterica serovar Typhimurium, na 

Argentina. Sendo de realçar que enquanto a PER-1 foi quase exclusivamente 

isolada na Turquia, a PER-2 foi praticamente só isolada na América do Sul (42). 

Uma outra enzima de certo modo relacionada com PER-1 é a ß-lactamase VEB-1. 

Foi pela primeira vez isolada de uma estirpe de E. coli de um doente vietnamita, 

mas mais tarde também encontrada numa estirpe de P. aeruginosa, na Tailândia 

(21). 

Por seu lado, a ß-lactamase CME-1 foi isolada do Chryseobacterium 

meningosepticum, e a quarta enzima deste grupo, a TLA-1, foi identificada numa 

estirpe de E. coli, no México (21,43). Estas enzimas estão relacionadas entre si, 

mas só apresentam 40 a 50% de homologia, e todas conferem resistência às 

oximinocefalosporinas, especialmente à ceftazidima. Alguns estudos confirmaram 

a sua homologia às cefalosporinases cromossómicas em Bacteroides spp. e que 

algumas são originarias deste (21). Um outro tipo pouco habitual, SFO-1, 

altamente relacionado com a ß-lactamase de classe A de Serratia fonticola, é uma 

ß-lactamase transmissível que pode ser induzida a produzir níveis elevados de ß-

lactamases, pelo imipenemo. Os plasmídeos que transportam o gene que codifica 
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a ß-lactamase SFO-1, também transportam o gene regulatório ampR, que é 

fundamental na indução das ß-lactamases da classe C. No entanto, ao contrário 

destas, a SFO-1 não consegue hidrolisar as cefamicinas e é francamente inibida 

pelo ácido clavulânico (44). 

 

 

Quadro X  – Características das novas ESBLs  

β - lactamase Proximidade pI(6) Substrato preferido País de origem Espécie bacteriana 

BES-1 Penicilinase (1) 7.5 CTX, CAZ, ATM (4) Brasil S. marcescens 

FEC-1  8.2 CTX Japão E. coli 

GES-1 Penicilinase (2) 5.8 CAZ Guiana Francesa K. pneumoniae 

CME-1 VEB-1 > 9.0 CAZ Estirpe referencia C. meningosepticum 

PER-1 PER-2 5.4 CAZ França P. aeruginosa 

PER-2 PER-1 5.4 CAZ Argentina S. enterica (5) 

SFO-1 AmpA (3) 7.3 CTX Japão E. cloacae 

TLA-1 CME-1 9.0 CAZ, CTX, ATM México E. coli 

VEB-1 PER-1, PER-2 5.35 CAZ, ATM Vietname E. coli 

Adapatado de Bradford P. Extended-spectrum β – lactamases in the 21st century: characterization, epidemiology and 
        detection of this important resistance threat. Vol.14, p. 933-51.2001 
(1) de Yersinia enterocolitica; (2) do P. mirabilis; (3) da S. fonticola; (4) CTX – cefotaxima, CAZ – Ceftazidima, ATM – aztreonamo; 
(5) serovar Typhimurium; (6) Ponto isoeléctrico 

 

 

A enzima GES-1, é outra ESBL pouco comum, que não estando relacionada com 

as outras ß-lactamases plasmídicas, apresenta 36% de homologia a uma 

carbanecilinase do P. mirabilis (45).   

Finalmente, a bibliografia e estudos realizados ao longo dos últimos anos, 

confirmam que as famílias TEM e SHV estão intimamente relacionadas, e que 

todas as ESBLs da classe A, se encontram muito mais próximas e relacionadas 

do que qualquer uma das enzimas OXA, da classe D (1,21).  
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1.6. Epidemiologia 
 

Actualmente as ESBLs são um dos principais problemas com que os doentes em 

tratamento hospitalar se debatem. Este fenómeno teve início na Europa muito 

provavelmente devido ao pioneirismo no uso clínico de ß-lactâmicos de largo 

espectro. No entanto, não demorou muito tempo até este fenómeno se estender 

aos Estados Unidos e à Ásia (21). A prevalência destas enzimas pode variar entre 

países e entre instituições. Mas devido aos diferentes métodos de detecção de 

microrganismos produtores de ESBLs praticados pelos diferentes países e 

instituições, torna-se extremamente difícil aceder aos valores reais da sua 

incidência e prevalência, a nível mundial. Encontra-se, inclusive, documentado 

que em certos hospitais a implementação de métodos eficazes de detecção de 

ESBLs, não é praticada devido aos custos elevados que acarreta às instituições 

(12). No entanto, numerosos estudos realizados a nível mundial comprovam o 

aumento significativo destes microrganismos por todo o mundo (1,4,8,10,21). 

Na Europa, apesar dos primeiros casos terem sido descritos na Alemanha e na 

Inglaterra, a sua maioria ocorreu em França. A proliferação de ESBLs, em França 

revelou-se grave, pois no início dos anos 90, 25 a 35% das estirpes de K. 

pneumoniae, nosocomialmente adquiridas, eram produtoras de ESBLs (10,21). 

No entanto, pela acção eficaz das comissões de controlo de infecção 

hospitalares, as taxas de incidência inclinam-se a baixar. Actualmente existem 

descritos casos de microrganismos produtores de ESBLs por todo o continente 

europeu, verificando-se diferenças geográficas significativas na ocorrência de 

ESBLs, nos vários países. Por outro lado, em cada país, ocorrência de hospital 

para hospital, também pode ser variável. Entre 1997 e 1998, num estudo de 433 

estirpes provenientes de 24 unidades de cuidados intensivos (UCI), do sul e do 

oeste europeus, 25% de Klebsiellae possuíam ESBLs (46). Um estudo idêntico foi 

realizado pelo mesmo grupo em 1994 e verificou-se que a percentagem de 

Klebsiellae não aumentou significativamente, mas a taxa de UCIs “infectadas” 

subiu dos 74% a 90% (51). 

Um outro importante estudo, englobando mais de 100 UCIs de toda a Europa, 

concluiu que a prevalência de Klebsiellae produtoras de ESBLs foi desde os 3% 
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na Suécia, aos 34%, em Portugal (21). Apesar da problemática das ESBLs não 

ser claramente conhecida, em Portugal, um estudo realizado em 2004, revelou 

que a prevalência de estirpes produtoras de ESBLs era de 24% e 6% para 

estirpes de K. pneumoniae e de E. coli, respectivamente (48). Noutro estudo, foi 

pela primeira vez reportada a ESBL CTX-M-15 no Hospital de Santa Maria, em 

Lisboa, numa estirpe de K. pneumoniae, e mais recentemente, nos Hospitais da 

Universidade de Coimbra, uma ESBL do mesmo tipo mas num isolado de E. coli 

(26,49,50).  

Um estudo sobre Klebsiella spp. oriundas de oito UCIs, de oito hospitais turcos, 

concluiu que 58% das 193 estirpes isoladas, eram produtoras de ESBLs (21). 

Em 1989, Quinn e colegas referiram infecções por K. pneumoniae produtoras de 

ß-lactamases TEM-10, nos Estados Unidos (51). Outros estudos, mais recentes, 

revelaram importantes infecções principalmente devidas a ESBLs do tipo TEM e 

SHV (52,53). Um estudo sobre a prevalência de microrganismos produtores de 

ESBLs examinou a resistência destes, às cefalosporinas de terceira geração 

(onde a resistência era considerada para uma CIM de ≥ 32 µg/ml para a 

ceftazidima; ou ≥ 64 µg/ml para a cefotaxima e ceftriaxona), e como muitos destes 

microrganismos apresentam CIMs, para as cefalosporinas de terceira geração, 

entre os 2 e os 16 µg/ml, verificou-se que a taxa de prevalência, nos Estados 

Unidos, estava sobrestimada (21). O National Nosocomial Infection Surveillance 

(NNIS), revelou que, num período de 4 anos, 6,1% das 101 estirpes de K. 

pneumoniae isoladas de 110 UCIs eram resistentes às cefalosporinas de terceira 

geração, e que pelo menos 10% das UCIs, as taxas de resistência excederam os 

25% (54).  

Trinta a 60% das estirpes Klebsiellae isoladas em UCIs brasileiras, venezuelanas 

e colombianas revelaram ser ESBLs, e estudos realizados confirmam a existência 

deste tipo de microrganismos, na América Central e nas Ilhas das Caraíbas (21). 

Em 1988 e 1989, estirpes de K. pneumoniae isoladas de doentes do Chile e da 

Argentina, foram descritas como ESBLs SHV-2 e SHV-5. No entanto, já em 1982 

se falava numa estirpe estudada que revelou ser uma produtora de ESBL SHV-5 

(55,56).  
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Por outro lado, em 1989, ocorreu um surto de multiresistencias entre estirpes de 

S. enterica serovar Typhimurium em 12 das 14 províncias Argentinas. Esta ESBL 

que não revelou ser do tipo SHV ou TEM, acabou por ser identificada e nomeada 

como CTX-M-2 e propagou-se por numerosas zonas da América do Sul. Também 

outros tipos de enzimas CTX-M foram identificadas no Brasil, mas ESBLs do tipo 

TEM raramente foram referidas (21). 

Recentemente, foram descobertas as ESBLs GES-1 e BES-1, a primeira, na 

Guiana Francesa, proveniente de uma criança anteriormente hospitalizada, e a 

segunda, isolada de uma estirpe produtora de ESBLs de um doente hospitalizado 

no Rio de Janeiro (56). 

Existe notícia de vários casos de infecções por K. pneumoniae produtoras de 

ESBLs, na Africa do Sul (59). Determinou-se que 36.1% de estirpes deste 

microrganismo, isolado em hospitais sul-africanos, entre 1998 e 1999, revelaram 

ser produtoras de ESBLs. Também em Israel, Arábia Saudita e em vários países 

do norte africano foram encontradas ESBLs (58). No Kenya e na Nigéria, foram 

identificadas infecções por estirpes de K. pneumoniae resistentes às 

cefalosporinas de terceira geração, sem informação acerca da produção de 

ESBLs. A nova enzima CTX-M-12 foi encontrada no Kenya, e a na Africa do Sul, 

os tipos predominantes revelaram ser TEM e SHV (SHV-2 e SHV-5). Igualmente 

na Africa do Sul, encontra-se descrita uma estirpe de P. aeruginosa que expressa 

a ESBL GES-2, e que foi responsável por um surto de infecções nosocomiais 

graves (21). 

A primeira ESBL detectada na Austrália foi isolada de um conjunto de estirpes de 

Klebsiella spp. resistentes à gentamicina, num estudo realizado em Perth,  entre 

1986 e 1988, e foram caracterizadas como sendo derivadas do tipo SHV. Ao 

longo do tempo, outras infecções provocadas por microrganismos produtores de 

ESBLs foram reportadas por toda a Austrália, em crianças e adultos (21). 

Em 1988, estirpes de K. pneumoniae provenientes da China revelaram ser ESBLs 

SHV-2, e posteriormente, em 1994, novos casos de infecções por microrganismos 

deste tipo, foram estudadas e declaradas. Estudos realizados entre 1998 e 1999, 

revelaram que 30,7% e 24,5% de estirpes de K. pneumoniae e E. coli, 

respectivamente, eram produtoras de ESBLs. Também noutras zonas da Ásia, 
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foram isoladas e caracterizadas estirpes destes microrganismos, que revelaram 

percentagens idênticas. É de salientar que no Japão a taxa de K. pneumoniae 

produtoras de ESBLs era só de 5%, em comparação com os 20 a 50% 

apresentados na Ásia. No entanto é de referir a existência de claras diferenças 

entre hospitais, ou seja, estudos revelaram que um quarto de todas as estirpes de 

K. pneumoniae isoladas, num hospital no Japão, era produtora de ESBLs 

(61,62,63). 

Inicialmente, as ESBLs dos tipos SHV-2, SHV-5 e SHV-12, eram os dominantes 

no Japão. No entanto, o aparecimento de ESBLs CTX-M, na Índia e na China, e 

de estudos referindo casos de infecções por microrganismos produtores do tipo 

CTX-M no Japão, na Coreia e em Taiwan, levantou a suspeita de que este 

realmente seria o tipo de ESBLs dominante, na Ásia (61). 

Finalmente, é de referir que os tipos Toho-1 e Toho-2, homólogos das ß-

lactamases cromossomicas de K. pneumoniae, foram detectados no Japão, e que 

a nova ESBL, VEB-1, foi descrita na Tailândia e no Vietname (64).  
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1.7. Factores de risco  
 

Não existe unanimidade quanto aos factores de risco de colonização e infecção 

por microrganismos produtores de ESBLs. Apesar disso, algumas generalizações 

podem fazer-se (8). 

Indivíduos em risco de adquirir colonização ou infecção por microrganismos 

produtores de ESBLs, exibem habitualmente quadros clínicos graves com 

internamentos prolongados e sujeitos à presença de dispositivos médicos 

invasivos (cateteres urinários, tubos endotraqueaís, cateteres venosos), por um 

período prolongado. Para além destes, a presença de tubos nasogástricos, tubos 

de gastrostomia ou jejunostomia, administração da nutrição parenteral, cirurgia 

recente, úlceras de decúbito e deficitário estado de nutrição também são tidos em 

conta (8,10). 

O abuso de antibióticos é também um factor de risco de aquisição de 

microrganismos produtores de ESBLs e vários estudos provaram a relação entre 

o uso de cefalosporinas de terceira geração e a aquisição de uma estirpe 

produtora de ESBLs (8,10,11,21).  

 

 

1.8. Infecções nosocomiais versus infecções da comunidade 
 

Os membros da família Enterobacteriaceae produtores de ESBLs têm vindo a ser 

isolados com maior frequência de doentes hospitalizados, no entanto, também 

estão descritos casos ocorridos na comunidade. Tais isolados podem sobrevir de 

forma esporádica, sem qualquer relação epidemiológica, ou provocar surtos 

nosocomiais (4,10,21). 

Na maioria das vezes, os surtos nosocomiais resultam do uso de utensílios 

invasivos, tais como, tubos endotraqueaís, dispositivos intravenosos ou cateteres 

urinários, ou dão-se após actos cirúrgicos ou outros procedimentos invasivos (8). 

Patologias como a pneumonia associada ao ventilador, infecções do tracto 

urinário, cirurgias dos mais variados tipos, entre outros, demandam o recurso a 

variados tipos de utensílios invasivos e habitualmente encontram-se associadas a 
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microrganismos tais como P. aeruginosa, E. coli, Staphylococcus aureus MR, 

Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia marcescens e Acinetobacter spp. 

(4,8,10,11,21). 

As instituições hospitalares albergam maioritariamente doentes 

imunocomprometidos que exigem muitas vezes no seu tratamento o recurso a 

elevadas cargas de antibioterapia, o que resulta numa maior prevalência de 

multiresistências a nível hospitalar, nomeadamente às cefalosporinas, às 

quinolonas, aos aminoglicosideos, entre outros (4,12).  

Torna-se, por isso, importante conhecer o mecanismo de resistência para que 

ocorra a caracterização fenótipica e genótipica do microrganismo, para posterior 

relevância do surto. Alem de permitir definir se é a mesma estirpe a responsável 

pelo surto ou se são estirpes diferentes do mesmo microrganismo (12). 

A maior parte das bactérias responsáveis por infecções na comunidade são 

menos resistentes aos antibióticos que as responsáveis por infecções 

nosocomiais, ou melhor dizendo, desenvolvem resistência mais lentamente (8). 

Estirpes de Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella 

catarrhalis, encontram-se entre os principais microrganismos causadores de 

infecções do tracto respiratório, na comunidade. Enquanto que 80% das infecções 

do tracto urinário, são devidas a estirpes de E. coli. Um estudo realizado em 

Espanha (65) concluiu que a diabetes mellitus, o uso preferencial de quinolonas, 

as infecções do tracto urinário repetidas e a idade avançada eram factores de 

risco para as infecções por E. coli produtoras de ESBLs, em doentes não 

hospitalizados. Outro estudo comprovou que 22 casos de infecção por E. coli 

produtoras de ESBLs ocorreram por ano e por uma população de 1000 000 

indivíduos com mais de 65 anos de idade (66).  

Paralelamente, verifica-se que ao contrário das infecções hospitalares, na 

comunidade, as infecções por Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp., são raras 

(8). No entanto, é de referir que o limiar entre comunidade e hospital se encontra 

cada vez mais atenuado, a partir do momento em que indivíduos com estados de 

saúde precários e vulneráveis à infecção se encontram internados em instituições 

não hospitalares. Frequentemente, a infecção hospitalar só se manifesta após o 

regresso do doente à comunidade. Nestes casos, os microrganismos nosocomiais 
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podem ocorrer nas infecções comunitárias (8). A causa deste súbito aumento das 

infecções adquiridas na comunidade por microrganismos produtores de ESBLs, 

não está totalmente explicado, no entanto, o tratamento de alimentos, a 

administração de antibióticos aos animais e o contacto frequente dos indivíduos 

doentes com as instituições de saúde são temas a estudar (10,21). 
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1.9. Detecção laboratorial de ESBLs 
 

A detecção laboratorial destas enzimas é ambígua e problemática dado que estas 

podem apresentar baixo nível de expressão e adicionalmente, podem-lhes estar 

associados outros mecanismos de resistência (AmpC e alteração de porinas), 

camuflando a sua presença (1,67). 

Os métodos para testar a susceptibilidade bacteriana variam de país para país, 

bem como, a sua interpretação (breakpoints recomendados). No entanto, os 

princípios da detecção de ESBLs são comuns a todos os métodos e incluem a 

determinação da redução de susceptibilidade, com testes de screening com 

cefalosporinas, para a identificação de isolados potenciais portadores de ESBLS. 

Paralelamente, o estudo da presença de sinergismo entre as 

oximinocefalosporinas e o ácido clavulânico, permite distinguir entre isolados 

portadores de ESBLs (sinergismo positivo) daqueles que apresentam resistência 

por outras razões (sinergismo negativo) (8). Segundo o CLSI (Clinical 

Laboratories Standards Institute) estirpes de E. coli e K. pneumoniae 

apresentando, nos métodos de difusão, halos de sensibilidade <22mm, <27mm, 

<27mm, e <25mm para CAZ, ATM, CTX e CRO respectivamente, ou, que em 

testes de diluição, apresentem CIM> 2µg/ml para as oximinocefalosporinas, ou 

que exibam sinergismo entre as cefalosporinas e o ácido clavulânico, podem ser 

portadoras de ESBLs (1,4,10,21,68). 

 

 

Testes de Screening 

 

Quanto maior for o número de cefalosporinas testadas, maior sensibilidade na 

detecção de resistência (1,4,8,10,21). Assim, nalguns caso é recomendado testar 

todas as Enterobacteriaceae com cefotaxima (CTX), ceftriaxona (CRO), 

ceftazidima (CAZ), cefpodoxima (CDP) e aztreonamo (ATM) e proceder a testes 

confirmatórios no caso de resistência ou redução de susceptibilidade a qualquer 

um destes agentes. Na generalidade, é recomendado o uso de CTX, que é 
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sensível às enzimas CTX-M e de CAZ, excelente substrato para as variantes TEM 

e SHV (8). 

Estudos revelam que a aplicação de cefoxitina, nestes testes, também tem a sua 

utilidade já que estirpes de E. coli e K. pneumoniae portadores de ESBLs lhe são 

sensíveis, enquanto que as que expressam uma ß-lactamase plasmídica do tipo 

AmpC lhe são resistentes (21). 

 

Testes confirmatórios 

 

Os testes confirmatórios para a presença de ESBLs baseiam-se na detecção de 

sinergismo entre as cefalosporinas e o ácido clavulânico. Assim, as 

recomendações para estirpes de E. coli, Klebsiella spp. e outros, indicam que 

nestes testes devem ser avaliadas as cefalosporinas para as quais o isolado 

apresentou resistência no screening inicial (1,8,21,68). 

 

 

Teste de Sinergismo de Duplo-disco 

 

Neste teste (concebido por Jarlier et al) (69) uma suspensão bacteriana do 

microrganismo suspeito é inoculada numa placa de agar Mueller-Hinton e os 

discos das oximinocefalosporinas são posicionados a 30 mm do disco de AMC, 

inicialmente, colocado no centro da placa. O “alargamento” da zona de inibição da 

oximinocefalosporina provocado pelo sinergismo com o ácido clavulânico é 

considerado como um resultado positivo (21). 

A avaliação deste teste em estirpes produtoras ou não de ESBLs, revelou taxas 

de sensibilidade de 79% a 97% e de especificidade de 94% a 100% (110, 119). 

Resultados falsos-negativos foram observados em microrganismos produtores de 

ESBLs dos tipos SHV-2, SHV-3 e TEM-12. Em estirpes com suspeita da produção 

de ESBLs, mas que são negativas para este teste quando a distância entre os 

discos é de 30mm, é recomendada a repetição do teste usando maior 

proximidade (ex.: 20mm) ou maior distância (ex.: 40mm), entre os mesmos 

(8,10,11,21). A grande vantagem deste teste encontra-se na simplicidade da sua 
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execução. No entanto, a sua interpretação é subjectiva. A sua sensibilidade pode, 

inclusive, estar reduzida quando a ESBL apresenta baixa actividade, implicando 

largas zonas de inibição à volta dos discos das cefalosporinas e do aztreonamo 

(21). 

A utilização de cefpodoxima (CDP) nos testes de duplo-disco, foi entretanto 

amplamente sugerida, principalmente quando estudos verificaram que a sua 

utilização permite descriminar com confiança as estirpes de K. pneumoniae e E. 

coli produtoras de ESBLs das estirpes não produtoras (70). 

 

Para além deste teste, encontram-se descritos outros métodos, desenvolvidos por 

numerosos estudos ao longo dos anos, na procura do método ideal e de acordo 

com as realidades específicas de cada laboratório. Entre eles, podem referir-se o 

teste tridimensional e o teste de adição de ácido clavulânico. O primeiro foi 

desenvolvido por Thompson e Sanders (71), consistindo na introdução de uma 

suspensão bacteriana numa fissura realizada num meio de cultura onde discos de 

antibiótico são colocados na sua proximidade. Uma distorção ou descontinuidade 

na zona de inibição circular esperada é vista como um resultado positivo. No 

entanto, este teste revelou-se muito trabalhoso na detecção de ESBLs (21).  

O teste de adição de ácido clavulânico, por sua vez, baseia-se no processo de 

adição de adição ácido clavulânico, às oximinocefalosporinas. Utilizando discos 

mistos, um aumento do diâmetro dos halos de inibição ≥ 5 mm com inibidor, em 

comparação com os halos dos discos de cefalosporina sem adição de ácido 

clavulânico, comprova presuntivamente a produção de ESBLs (11,21). 

Comparando, por testes de diluição, as CIM das cefalosporinas sem e com 2 µg 

de ácido clavulânico, a produção de ESBLs é indicada por uma diminuição ≥ 3 

diluições na presença do ácido clavulânico (11). 

É de salientar que todos os testeis que utilizam variações de uma técnica de 

difusão em disco requerem cuidadosa interpretação, na sua leitura, e portanto 

devem ser realizados por profissionais experientes (10,21). 
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Método quantitativo E-test ® 
 

Várias fabricantes comerciais desenvolveram testes de detecção de ESBLs que 

podem ser usados juntamente com os métodos de determinação da CIM, já 

implementados na rotina laboratorial. As tiras de E-test ESBL (AB Biodisk, Solna, 

Suécia) consistem em tiras de plástico com dois lados, contendo um gradiente de 

ceftazidima (TZ, O.5-32µg/ml), ou cefotaxima (CT, 0.25-16 µg/ml) numa ponta da 

tira e ceftazidima ou cefotaxima mais ácido clavulânico (TZL, 0.064-4 µg/ml) (CTL, 

0.016-1.0 µg/ml) respectivamente, na outra ponta (figura 3) (1,10,21). 

Um teste positivo para uma ESBL consiste numa redução de> 3 diluições no MIC 

da ceftazidima ou da cefotaxima, na presença de ácido clavulânico (70). 

Este teste mostrou ser mais sensível que o teste de aproximação de duplo-disco, 

na detecção de ESBLs. É um método conveniente e fácil de por em prática, mas 

uma grande parte das vezes é de leitura difícil, principalmente quando as CIMs de 

ceftazidima ou cefotaxima são baixas, devido á difusão do ácido clavulânico para 

além do lado da tira que contem a cefalosporina sozinha (21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Tiras E-test® ESBL 

 

Como teste fenótipico confirmatório de ESBLs apresenta uma sensibilidade de 87 

a 100% e uma especificidade de 95 a 100%, dependendo ambas do rácio das 

CIMs da cefalosporina versus a combinação cefalosporina/ácido clavulânico 

usado. Habitualmente é recomendado uma redução ≥ 8 µg/ml na CIM da 

cefalosporina na presença do ácido clavulânico. A conjugação das duas tiras de 

cefepima e ceftazidima, no mesmo teste, melhora a capacidade de detecção dos 
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tipos de ESBLs que preferencialmente hidrolisam a cefotaxima, nomeadamente o 

tipo CTX-M (21,72).  

 

Sistema automático VITEK2 ® AES (Teste VITEK2 ESBL) 
 

O teste confirmatório VITEK2 ESBL (BioMerieux, Marcy L’Étoile, França) consiste 

em “cartas” (ASTNO60) de seis poços contendo cefepima, cefotaxima e 

ceftazidima a concentrações individuais de 1.0, 0.5 e 0.5 µg/ml, e em combinação 

com 10, 4 e 4 µg/ml de ácido clavulânico, respectivamente. As estirpes em estudo 

são submetidas a esta tecnologia de acordo com os procedimentos 

recomendados pelo fabricante. Dentro de um período de uma hora, o inóculo 

bacteriano e a carta ESBL associada, devem ser colocados no aparelho 

automático VITEK2. No aparelho, nenhum outro manuseamento é necessário. 

Diluições são realizadas e as “cartas” são inoculadas através de um processo de 

enchimento por vácuo. Após o qual, são seladas e colocadas automaticamente 

num leitor/incubador (1,21,70,71). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 4  – Sistema automático VITEK2 AES 

 

O computador determina quando um poço revela crescimento baseado na 

atenuação da luz medida por um scanner óptico e após uma média de sete horas 

e meia de incubação, gera um relatório, tendo em conta o VITEK2 Advanced 

Expert System (AES), indicando se o teste é ESBL positivo ou negativo. Uma 
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redução predeterminada do crescimento bacteriano nos poços contendo ácido 

clavulânico, em comparação com aqueles que contêm a droga sozinha é um 

indicador da presença de uma ESBL. Foi demonstrado que o sistema de 

algoritmos do VITEK2 categoriza as ß-lactamases baseando-se no padrão 

fenótipico de susceptibilidade, dos bacilos gram negativos a vários ß-lactâmicos 

(10,21,71). 

A principal vantagem deste teste é que facilmente pode ser integrado na rotina 

laboratorial já familiarizada com o sistema VITEK2. Num estudo realizado sobre 

estirpes de E. coli e K. pneumoniae produtoras de ß-lactamases identificadas e 

caracterizadas, Sanders et al. (71) determinou taxas de 99% de sensibilidade e 

especificidade na detecção de ESBLs, para o teste confirmatório VITEK2 ESBL. 

 

Outros sistemas automáticos  
 
A Dade Behring MicroScan (Sacramento, Califórnia) produz painéis desidratados 

para realização de teste de susceptibilidade aos antibióticos por microdiluição. O 

sistema Walkaway® faz a leitura dos painéis MicroScan MIC 7 e MIC plus 2, 

específicos para microrganismos gram negativos e detecta a presença ou 

ausência de produção de ESBLs (10,21,75,77). 

Paralelamente, a Becton Dickinson Biosciences (Sparks, Md), desenvolveu um 

sistema de incubação rápida – BD Phoenix® – para a identificação e teste de 

susceptibilidade bacterianas. Este sistema permite executar testes de detecção 

de ESBLs comparando a resposta do crescimento bacteriano em relação às 

cefalosporinas, tais como, cefpodoxima, cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona, 

com ou sem ácido clavulânico. Este sistema tem a capacidade de detectar a 

produção de ESBLs em mais de 90% de estirpes com fenótipos e genótipos 

anteriormente caracterizados e conhecidos (76). 

 

Todos os testes descritos apresentam as suas vantagens, embora nenhum deles 

tenha a capacidade de detectar todas as estirpes produtoras de ESBLs. Estudos 

realizados comprovaram que o E-test confirmatório ESBL com ceftazidima, só 

detectava 81% das ESBLs estudadas, em comparação com os 97 e 91% obtidos 
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para os testes de duplo-disco e tridimensional, respectivamente (74). Encontra-se 

descrito que só 18% dos laboratórios de microbiologia detectam correctamente 

potenciais microrganismos produtores de ESBLs, aplicando como método de 

detecção, a susceptibilidade a um ou mais ß-lactâmicos de espectro expandido. 

Foi inclusive provado, num estudo Europeu, que 37% de microrganismos 

produtores de ESBLs foram dados erradamente como susceptíveis aos referidos 

antibióticos (10,21). É de salientar, como anteriormente referido, que a 

interpretação dos testes de detecção de ESBLs deve ser executada com extrema 

precaução e sensibilidade (1,4,8,12,21,70). 

 

1.10. Métodos de caracterização genótipica 
 

Os métodos fenótipicos só identificam presuntivamente a presença de uma ESBL, 

sendo a identificação do tipo específico da ESBL, mais difícil. O método mais 

simples e mais frequentemente praticado na detecção de uma ß-lactamase 

pertencente a uma determinada família de enzimas é o da PCR (Polimerase 

Chain Reaction), que utiliza primers oligonucleotídicos específicos para um dado 

gene. No entanto, a PCR não permite descriminar entre diferentes variantes de 

TEM e SHV. Consequentemente, vários métodos moleculares que permitem a 

detecção e diferenciação das ESBLs, sem o auxílio da sequenciação, foram 

desenvolvidos (1,10,21). 

Com o método de oligotipagem novas variantes TEM foram identificadas, bem 

como o recurso à adição à PCR, de uma análise de RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism) (PCR-RFLP), e assim, os tamanhos dos fragmentos 

gerados pela acção de cada enzima de restrição indicavam pontos de mutação 

dentro do gene estrutural blaTEM (10,21). 

Vários testes diferentes foram desenvolvidos para a detecção e identificação das 

mutações de SHV. O mais simples emprega uma técnica de PCR-RFLP. Apesar 

deste método não detectar o tipo de SHV presente, detecta a mutação específica 

na posição 238 (21). A análise de PCR-SSCP (single-strand conformational 

polymorphism) foi outro dos métodos desenvolvidos para caracterizar este tipo de 

ESBLs. Este método foi usado para detectar uma mutação de uma única base em 
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locais específicos do gene blaSHV. Com a identificação de novos genes SHV, a 

PCR-RFLP foi desenvolvida como auxílio na identificação das novas variantes 

deste tipo (10). Outro método proposto para a identificação dos genes SHV foi a 

aplicação da LCR (Ligase Chain Reaction). Esta permite a descriminação das 

sequências de ADN que diferem num único par de bases a partir do uso de uma 

ligase termoestável, com quatro primers de oligonucleótidos que são 

complementares à sequencia alvo e se hibridizam adjacentemente um ao outro. 

Um mismatch de uma única base na junção oligonucleotídica não será 

amplificado. Neste teste, o ADN alvo contendo o gene blaSHV é desnaturado num 

termociclador e sujeito a annealing com primers de oligonucleótidos marcados 

com biotina que detectam mutações em quatro posições. De seguida o produto da 

PCR é detectado por uma reacção enzimática usando uma fosfatase NADPH-

alcalina. Com este método foi possível detectar sete variantes SHV (10,21). 

A sequenciação nucleotídica permanece como método molecular standard para a 

determinação do gene específico que codifica uma ß-lactamase, numa dada 

estirpe. No entanto, este também pode fornecer resultados variáveis de acordo 

com o método usado (21). 
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1.11. Significado clínico da detecção de ESBLs 
 

A maioria dos ß-lactâmicos não é eficaz no tratamento de infecção por 

microrganismos produtores de ESBLs (1,8,21). Por isso, o CLSI recomenda que 

um microrganismo produtor de ESBLs seja reportado como resistente a todos os 

ß-lactâmicos de espectro alargado, à excepção dos carbapenemos, 

independentemente dos resultados obtidos nos testes susceptibilidade (68). Esta 

circunstância decorreu do facto de que, enquanto algumas estirpes apresentam 

total resistência aos ß-lactâmicos de largo espectro, muitas outras podem não ser 

fenotipicamente resistentes. Sendo assim, torna-se importante que no diagnóstico 

laboratorial se tenha em conta que algumas estirpes podem apresentar 

susceptibilidade reduzida às oximinocefalosporinas em níveis, que embora não 

sejam considerados como de resistência, sugerem a presença de ESBLs. Torna-

se igualmente importante que laboratorialmente sejam implementados um ou 

mais métodos para detectar a presença de ESBLs nestas estirpes (4,10,12,21). 

Outros motivos que são a favor da detecção deste tipo de enzimas relacionam-se 

com o aumento da sua prevalência a nível mundial, a alta transmissibilidade de 

plasmídeos onde se encontram as ESBLs e principalmente, a letalidade das 

infecções causadas por este tipo de microrganismos (21). Assim, quando o 

doente é tratado com o antibiótico adequado, não existe diferença significativa na 

taxa de mortalidade por infecções causadas por produtores e não produtores de 

ESBLs (1). 
 

 

1.12. Terapêutica 
 

A escolha mais adequada do tratamento das infecções provocadas por 

microrganismos produtores de ESBLs depende de vários factores, 

nomeadamente, a sua susceptibilidade in vitro, os resultados do seu efeito em 

animais, de estudos observacionais acerca da aplicação dos antimicrobianos e a 

subanálise de grupos randomizados (8).   

Anteriormente, o tratamento destas infecções fazia-se com o recurso às 

cefamicinas (12). Porém, encontra-se descrito que estirpes de K. pneumoniae 
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podem apresentar resistência após tratamentos prolongados com esta classe de 

antimicrobianos (74). 

Por outro lado, se o microrganismo produtor lhes for susceptível, o tratamento 

também pode ser feito com recurso aos aminoglicosideos. Porém, devido à 

transmissão dos genes que codificam as ESBLs fazer-se por plasmídeos, existe a 

possibilidade de ocorrer resistência. Também, as cefalosporinas de quarta 

geração demonstraram ser eficazes contra estes microrganismos in vitro. No 

entanto, tal como verificado com outros fármacos, também com estes pode 

ocorrer aumento da CIM proporcional ao aumento do inóculo (12). Apesar de já 

terem sido descritos mecanismos de resistência aos carbapenemos, pela 

produção de carbapenemases (8,12) ou por perda de proteínas da membrana 

externa (12,74), estes fármacos apresentam ainda estabilidade elevada à 

actividade hidrolítica das ESBLs, apresentam boa penetração através da 

membrana externa bacteriana e a sua acção é eficaz quer in vitro quer in vivo 

(8,12,21,23).  

 

 

 
   

1.13. Objectivo 
 

O objectivo deste trabalho consistiu na caracterização fenótipica de isolados de E. 

coli e de K. pneumoniae produtores de ESBLs, bem como, na avaliação da sua 

incidência nos vários tipos de infecções, nomeadamente nosocomiais e da 

comunidade. Para além disso, procedeu-se à comparação de três metodologias 

de detecção da produção de ESBLs, estudando as respectivas sensibilidades, 

especificidades e valores preditivos positivo e negativo. 
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2. Material e Métodos 

 

Identificação dos isolados bacterianos  

 

Foram incluídas neste trabalho 209 estirpes bacterianas, 137 E. coli e 72 K. 

pneumoniae, recolhidas durante um período de 42 meses (Janeiro de 2004 a 

Julho de 2007), no serviço de Microbiologia do Hospital Geral de Santo António, 

E.P.E. Destas, 159 foram classificadas como ESBL positivas e 50 como ESBL 

negativas, baseado nos resultados de identificação (GNI) e susceptibilidade 

(ASTNO20) obtidos no sistema automático VITEK 2 AES (BioMerieux, Marcy 

L’Étoile, França), e pelo teste de sinergismo de duplo-disco. Estes isolados eram 

provenientes de amostras biológicas, nomeadamente, urinas (n=150), secreções 

brônquicas (n=20), exsudatos purulentos (n=24) e sangue (n=15). As amostras 

provieram de 168 doentes internados e de 41 doentes em regime de ambulatório.  

Todas estas estirpes foram congeladas até processamento a -70º C, em caldo 

tripticase-soja com 15% de glicerol (Oxoid, Hampshire, Inglaterra).  

As amostras em estudo foram descongeladas e subcultivadas em Gelose 

Columbia com 5% de sangue de carneiro (BioMerieux, Marcy L’Étoile, França), e 

incubadas a 35º-37ºC durante 18 a 24 horas. Das culturas bacterianas puras 

foram preparadas, em soro fisiológico estéril 0.45%, suspensões bacterianas com 

uma turvação de 0.5 na escala de McFarland. Esta suspensão foi utilizada em 

todas as metodologias testadas, nomeadamente, teste de sinergismo, método 

quantitativo E-test e teste VITEK2 ESBL. 

 

Teste de Sinergismo de Duplo-disco 

 

Este teste foi executado como se de um método de difusão em disco se tratasse. 

Os agentes antimicrobianos utilizados foram aztreonamo (ATM) (30 µg), 

cefotaxima (CTX) (30 µg), ceftazidima (CAZ) (30 µg) e amoxicilina/ácido 

clavulânico (AMC) (10µg) (Oxoid, Basingstoke, UK). A suspensão bacteriana 

inoculou-se em placas de Petri com Gelose de Mueller – Hinton (Biogerm, Porto, 

Portugal), semeando com zaragatoa em três planos diferentes. Os discos foram 
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aplicados com uma pinça, na superfície do meio inoculado, a uma distância 

máxima de 20 mm em relação ao disco de AMC, e as placas foram incubadas a 

35º-37ºC durante 18-24 horas.  

Foi considerado resultado positivo quando se verificou aumento da zona de 

inibição à volta de cada disco de CTX, ATM e CAZ do lado mais próximo ao disco 

contendo AMC. O resultado foi considerado negativo, quando se verificou 

ausência de aumento da zona de inibição à volta de cada disco de CTX, ATM e 

CAZ do lado mais próximo ao disco contendo AMC.   

 

Método quantitativo E-test 

 

Neste método, o meio de cultura e o método de inoculação foram os mesmos do 

teste de sinergismo. Sendo neste caso, aplicadas à superfície do meio, tiras de E-

test CT/CTL e TZ/TZL, posicionadas lado a lado, invertidas, e as placas foram 

incubadas a 35º-37ºC durante 18-24 horas.  

O resultado foi considerado positivo quando CT≥0.5 µg/ml e CT/CTL≥8 µg/ml ou 

quando TZ≥1 µg/ml e TZ/TZL≥8 µg/ml ou zona “fantasma” ou deformação na 

elipse TZ ou CT. 

O resultado foi considerado negativo quando CT <0.5 µg/ml ou CT/CTL <8 µg/ml 

e TZ <1 µg/ml ou TZ/TZL <8 µg/ml. 

O resultado foi considerado indeterminável quando CT> 16 µg/ml e CTL> 1 µg/ml 

ou TZ> 32 µg/ml e TZL> 4 µg/ml ou quando uma tira é negativa e a outra 

indeterminável.  

 

Teste VITEK2 ESBL  

 

As estirpes em estudo foram submetidas a este método semi-automático 

seguindo os procedimentos recomendados pelo fabricante. O inoculo bacteriano e 

a carta ESBL associada (ASTNO 60), foram colocados no sistema automático 

VITEK2 AES e num período de ± 7,5h o resultado foi fornecido. 

Os resultados foram considerados positivos quando foi detectada redução 

proporcional de crescimento nos poços contendo cefalosporinas e 
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amoxacilina/ácido clavulânico, em comparação com aqueles contendo a 

cefalosporina sozinha. 

Quando foi detectada ausência de redução proporcional de crescimento nos 

poços contendo cefalosporinas e amoxacilina/ácido clavulânico, em comparação 

com aqueles contendo a cefalosporina sozinha, os resultados foram considerados 

negativos. 

 

Controlo de qualidade 

Em cada série de estudos (11 séries) e por cada um dos métodos, foram testadas 

duas estirpes de referência ATCC – Klebsiella pneumoniae 700603 (ESBL 

positiva) e E. coli 25922 (ESBL negativa), como controlo de qualidade. Os 

resultados dos testes só foram aceites quando o resultado do controlo de 

qualidade se encontrava entre os limites aceitáveis, de acordo com os critérios do 

CLSI.  

Todos os resultados discrepantes foram repetidos pelos três métodos. Procedeu-

se também ao método quantitativo E-test, com uma tira de cefepime (PM) (0.25 -

16 µg/ml) e cefepime com amoxicilina/ácido clavulânico (PML) (0.064 – 4 µg/ml). 

 

Tratamento estatístico 

 

Os resultados foram analisados recorrendo ao programa informático Statistical 

Package for Social Sciences (SPSS; SPSS, version 12.0 for Windows, Inc. 

Chicago, IL, USA). Foi utilizado na análise dos resultados estatística descritiva, 

nomeadamente, média, moda, mediana, desvio padrão, quartis e frequências. Na 

avaliação de diferenças entre médias, foi inicialmente efectuado o teste de 

Kolmogorov-Smirnov, para determinar a normalidade das variáveis e utilizado o 

teste de t-Student caso a variável apresentasse uma distribuição normal ou o 

teste U de Mann-Whitney. Para determinar diferenças de proporções entre 

variáveis foi utilizado o teste de χ2. O nível de significância considerado foi de 

0.05. 

 

 



Susana Cláudia de Matos Lima Ferreira 40 

3. Resultados 

 

Das 209 estirpes estudadas, 159 foram confirmadas positivas para o teste de 

sinergismo. Destas, 154 apresentaram resultado positivo para o método E-test e 

no teste VITEK2 ESBL. Em 151 estirpes foi verificada concordância de 

positividade, entre as três metodologias. As mesmas metodologias revelaram total 

concordância na detecção de 41 estirpes não produtoras de ESBLs (quadro XI).  

 

Quadro XI  – Relação de resultados entre as metodologias praticadas 

   E-TEST  

PROVA DE SINERGISMO NEGATIVO POSITIVO INDETERMINÁVEL Total 

NEGATIVO (n=50) VITEK NEGATIVO 41 0 5 46 
    POSITIVO 1 3 0 4 

  Total 42 3 5 50 

POSITIVO (n=159)  VITEK NEGATIVO 0 3 2 5 
    POSITIVO 1 151 2 154 

  Total 1 154 4 159 

 

 

Entre os três testes efectuados, foram encontradas discrepâncias em 17 das 

estirpes estudadas (quadro XII). Destas, 4 relacionam-se com estirpes de E. coli e 

13 com estirpes de K. pneumoniae, isoladas na sua maioria em amostras 

biológicas de urina. 
 
 

Quadro XII – Principais discrepâncias entre testes 

Amostra Produto Identificação Sinergismo E-test Vitek PM/PML 
6451 Urina K. pneumoniae + + - + 
20607 Urina K. pneumoniae + + - + 
20618 Urina K. pneumoniae + + - + 

522246 Expectoração K. pneumoniae + - + + 
9289  Urina K. pneumoniae + INDET - + 
12406 Sangue K. pneumoniae + INDET + + 
23068  Expectoração K. pneumoniae + INDET - + 

506781 Urina E. coli + INDET + + 
6560 Urina K. pneumoniae - + + - 
6931 Pús K. pneumoniae - + + - 
14686 Urina K. pneumoniae - + + - 

529408 Pús E. coli - - + - 
604993 Urina E. coli - INDET - - 
623518 Expectoração K. pneumoniae - INDET - - 
633992 Pús K. pneumoniae - INDET - - 
635623 Pús K. pneumoniae - INDET - - 
642175 Urina E. coli - INDET - - 

(+) Positivo; (-) Negativo; INDET-Indeterminável; PM/PML-tira de E-test com cefepima e cefepima e ácido clavulânico 
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Nos dois microrganismos estudados, a proporção de discrepâncias, entre os 

testes, foi significativamente superior nas estirpes de K. pneumoniae (18.06 % 

versus 2.19%; χ2= 62.01, p <0.0001). Nos casos (n=10) em que se procedeu à 

confirmação do resultado do teste VITEK2 ESBL, em todos eles foi certificada a 

sua negatividade. Nas estirpes com sinergismo positivo e cujo E-test com CT/CTL 

e TZ/TZL revelou um resultado indeterminável (n=4) ou negativo (n=1), o E-test 

com tira de PM/PML revelou a presença de ESBLs em todas elas. 

Nos três casos de falsa positividade para o E-test com CT/CTL e TZ/TZL, o E-test 

com tira de PM/PML revelou CIMs ≤ 8 µg/ml. No único caso de falsa negatividade, 

a confirmação com tira de E-test com PM/PML revelou a presença de uma ESBL 

na amostra 522246. Nas figuras 5 e 6 encontram-se descriminados os principais 

resultados obtidos nos testes de sinergismo e E-test com CT/CTL, TZ/TZL e 

PM/PML. 

A genotipagem de amostras referentes ao ano de 2004, foi realizada no 

Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Farmácia da Universidade do Porto 

e os seus resultados, incluídos neste trabalho, foram gentilmente fornecidos pela 

Prof. Luísa Peixe. Para as amostras 9289 e 23068 confirmou-se a presença de 

ESBLs do tipo SHV-11 e SHV-12, respectivamente (quadro XII). A maior parte 

das ESBLs caracterizadas foram do tipo TEM. 

 

Quadro XIII  – Genótipos de amostras referentes ao ano de 2004 

Amostra Produto Identificação Regime Genótipo* 
276 Urina K.pneumoniae Ambulatório TEM-24 
4057 Expectoração E.coli Internamento TEM-52 
4297 Urina E.coli Internamento TEM-52 
6198 Urina E.coli Internamento TEM-52 
12451 Urina K.pneumoniae Internamento TEM-24 
12453 Expectoração K.pneumoniae Ambulatório  TEM-24 
19908 Urina E.coli Internamento TEM-52 
23739 Urina E.coli Internamento TEM-52 
23716 Urina E.coli Internamento TEM-52 
5239 Sangue K.pneumoniae Internamento SHV-26 
7173 Urina K.pneumoniae Ambulatório SHV-26 
9289 Urina K.pneumoniae Internamento SHV-11 
11625 Urina K.pneumoniae Internamento SHV-12 
23068 Expectoração K.pneumoniae Internamento SHV-12 
4742 Urina E.coli Ambulatório CTX-M-15 
17850 Urina E.coli Internamento CTX-M-14 
6560 Urina K.pneumoniae Internamento Indeterminável 
12406 Sangue K.pneumoniae Internamento Indeterminável 
14686 Urina K.pneumoniae Internamento Indeterminável 
20607 Urina K.pneumoniae Internamento Indeterminável 

 *Prof.Doutora Luísa Peixe. Faculdade Farmácia Universidade Porto 

. 
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Figura 5  – Resultados das metodologias praticadas: A – Teste de Sinergismo negativo; B – Teste 

de Sinergismo positivo; C e E – Método quantitativo E-test negativo; D e F – Método quantitativo 

E-test positivo (padrões CAZ e CTX e presença de fenómeno “fantasma”). 
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Figura 6  – Outros resultados relevantes: A – Presença de ESBL associada a outro mecanismo de 

resistência; B – Provável ß-lactamase AmpC; C – Provável mecanismo de resistência não ESBL; 
D – Resultado E-test indeterminável (CIMs superiores ao limite de detecção); E – Efeito de 

indução; F – Microrganismo produtor de ESBLs com padrão hidrolítico CAZ. 
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As taxas de sensibilidade, especificidade, bem como, valores preditivos positivo e 

negativo, determinados para cada teste, encontram-se referidos no quadro XIV. 

Foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre proporções de 

resultados obtidos nos testes VITEK2 ESBL e E-test por espécie (χ2= 10.932; 

p=0.01; χ2= 7.902; p=0.019). 

 

 

Quadro XIV  – Validade e capacidade preditiva por teste e por microrganismo 

 E-test VITEK 2 

 E. coli K.pneumoniae E. coli K.pneumoniae 

Sensibilidade (%) 100 98 100 90 

Especificidade (%) 100 86 96 86 

Valor preditivo positivo (%) 100 94 99 90 

Valor preditivo negativo (%) 100 95 100 86 

 

 

Nas estirpes em que foi encontrada discrepância, todas eram provenientes de 

produtos biológicos oriundos do internamento.  

Em termos temporais, existiram diferenças estatisticamente significativas quanto à 

espécie de microrganismo produtor de ESBLs (χ2= 25.531; p <0.001). Em 2004, 

foram detectadas percentagens de 46.8% e 52.2% de E. coli e K. pneumoniae 

ESBL positivas, respectivamente. Em 2006, registou-se uma taxa de 86.8% de E. 

coli produtoras de ESBL. No primeiro semestre de 2007, 85.7% de estirpes de E. 

coli foram detectadas como ESBL positivas contra 14.3% de K. pneumoniae 

(fig.7). 

No que se refere à condição do doente, constatou-se não existirem diferenças 

estatisticamente significativas entre espécie produtora de ESBLs e os regimes de 

internamento e ambulatório (χ2=1.913;p=0.167) (fig. 8). 
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Figura 7  – Frequência de estirpes produtoras de ESBLs detectadas em 42 meses 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8  – Frequência de estirpes isoladas em regime de internamento e ambulatório 
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No quadro XV, pode verificar-se que 77% das estirpes de E. coli produtoras de 

ESBLs provieram do internamento e 23% do ambulatório. Enquanto que 86% das 

estirpes de K. pneumoniae foram provenientes do internamento e só 14% 

provieram do ambulatório.  

 

Quadro XV  – Perfis hidrolíticos bacterianos mais comuns no internamento e no ambulatório 

 E.coli ESBL+ (n=108) K.pneumoniae ESBL+ (n=51) 

HIDRÓLISE Internamento 
(n=83) 

Ambulatório 
(n=25) 

Internamento  
(n=44) 

Ambulatório  
(n=7) 

CTX 7% 24% 9% 14% 
CAZ 2% 0% 18% 0% 

CTX+CAZ 91% 76% 73% 86% 
 CTX – cefotaxima; CAZ – ceftazidima 

 

Ambos os géneros revelaram igual afinidade para a cefotaxima e para a 

ceftazidima. A nível do ambulatório, 24% e 14% das estirpes de E. coli e K 

pneumoniae, respectivamente, revelam preferência única para hidrolisar a CTX. 

Nas amostras biológicas de urinas foram detectadas 66% de estirpes de E.coli 

ESBL positivas. Em relação aos isolados de K. pneumoniae, pode verificar-se que 

34% foram isoladas em urinas (fig. 9). No conjunto, existe uma tendência 

significativa para diferenças nas proporções de microrganismos produtores de 

ESBLs e produtos biológicos rastreados (χ2= 7.123; p=0.068). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 9  – Frequência de estirpes ESBL positivas por produto biológico 
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Figura 10  – Relação entre idade, sexo e microrganismo produtor de ESBLs 

 

Relativamente à mediana das idades, ela apresenta-se significativamente superior 

nos indivíduos cuja estirpe identificada como produtora de ESBLs foi a E. coli. 

Não foram encontradas diferenças em termos de idades, entre indivíduos do sexo 

masculino e feminino (fig.10). 

 

Quadro XVI  – Controlo de Qualidade 

Microrganismo ATCC Resultado Esperado 

VITEK2 

+         - 

E-test 

+       - 

Sinergismo 

+          - 

E. coli     25922 Negativo           11        11               11 
K. pneumoniae 700603 Positivo 11 11 11 

 (+) positivo; (-) negativo. 

 

No quadro XVI encontram-se sistematizados os resultados referentes ao controlo 

de qualidade dos métodos estudados, com dois microrganismos ATCC. O padrão 

de resultados obtidos em cada série de testes foi de encontro ao definido pelo 

CLSI. 

 



Susana Cláudia de Matos Lima Ferreira 48 

4. Discussão 

 
As infecções devidas a microrganismos produtores de ESBLs têm um impacto 

claro nas taxas de mortalidade e de custos, a nível hospitalar. Os atrasos na 

atempada administração da terapia não representam efeitos graves neste tipo de 

infecções, se a terapia for adequadamente ajustada de acordo com a informação 

da susceptibilidade in vitro. Essa informação deverá ser reportada ao clínico o 

mais prontamente possível, especialmente em casos de alto risco.  

Tendo em conta o carácter disseminativo dos microrganismos produtores de 

ESBLs, deve o seu diagnóstico laboratorial ser efectuado de acordo com 

protocolos rigorosos para a sua detecção e fenotipagem, recorrendo-se 

idealmente para isso à associação de metodologias de alta sensibilidade e 

especificidade (21,66).  

Na globalidade dos estudos realizados nos últimos anos, e nomeadamente 

segundo Vercauteren et al (74), o teste de difusão em disco recomendado pelo 

CLSI não é suficientemente sensível para confirmar um microrganismo como 

produtor de ESBLs. Cabe pois a cada laboratório de Microbiologia a escolha dos 

métodos de screening e de confirmação que ofereçam melhores resultados.  

Neste estudo verificou-se que os testes de sinergismo de duplo-disco, E-test e 

VITEK2 ESBL apresentaram 95% de concordância total na detecção de estirpes 

de E. coli e K. pneumoniae produtoras de ESBLs. 

O teste de sinergismo de duplo-disco revelou-se uma metodologia muito sensível 

na detecção de ESBLs. A escolha na associação de AMC com duas 

cefalosporinas (CTX e CAZ) e o monobactamo potenciou a detecção de 

sinergismo e permitiu antever o tipo de enzimas presentes.  

Num estudo realizado por Machanda et al. (67), considerou-se que o uso 

adicional de discos de ceftriaxona seria recomendado, pois por vezes esta e a 

cefotaxima são mais eficientes na detecção de ESBLs que o ATM e a CAZ. Por 

outro lado, Rodriguez-Baño no seu trabalho sugere a inclusão de cefepima, pela 

sua relativa indiferença à expressão elevada de ß-lactamases cromossomicas 

AmpC (65). 

Os resultados obtidos neste teste permitiram concluir que uma distância de 20 

mm, entre os antimicrobianos, não compromete a interpretação, facilita a leitura 



Susana Cláudia de Matos Lima Ferreira 49 

dos sinergismos presentes e faculta a visualização da acção de outros 

mecanismos de resistência associados. Machanda (67) comprovou que a redução 

da distância para 16 mm entre os discos, aumenta significativamente a 

sensibilidade do teste de sinergismo.  

Outros trabalhos, que aferiram a sensibilidade deste teste com distâncias 

diferentes entre antibióticos concluíram que distâncias superiores a 30 mm e 

inferiores a 16mm comprometem os resultados ao não detectarem a presença de 

ESBLs ou dificultam a sua leitura (70,71,72).  

Em relação à metodologia E-test, que neste estudo detectou 96,9% de ESBLs 

positivas, concluiu-se que a aplicação das tiras de CT/CTL e TZ/TZL, na mesma 

placa de agar Mueller-Hinton em paralelo e invertidas, facilitou a interpretação dos 

resultados e a identificação presuntiva do tipo de ESBLs presentes pela 

visualização dos diferentes perfis hidrolíticos, bem como, a presença de 

hiperprodução de enzimas indutiveis AmpC cromossómicas ou ß-lactamases IRT. 

Trabalhos similares descreveram dificuldades na interpretação dos resultados 

quando o método quantitativo E-test foi realizado apenas com tiras de TZ/TZL, 

apresentando 23% de resultados indetermináveis em estirpes de E.coli e 6% em 

estirpes de K. pneumoniae (70). Com o recurso a tiras de TZ/TZL e CT/CTL, um 

outro trabalho revelou só 4% de resultados indetermináveis no método 

quantitativo E-test (78).  

No presente estudo, a metodologia E-test apresentou 9 resultados 

indetermináveis, seis em estirpes de K. pneumoniae e 3 em estirpes de E. coli. 

O recurso ao E-test com tira de PM/PML, para comprovação destes resultados 

permitiu confirmar a presença de ESBLs, em 4 casos, já que, como foi 

anteriormente referido, a cefepima é alheia à presença de enzimas AmpC. Os 

restantes 5 casos foram confirmados como negativos para a presença de ESBLs. 

O método quantitativo E-test apresentou 100% de especificidade e sensibilidade 

para detectar estirpes de E. coli produtoras de ESBLs e mostrou-se uma 

metodologia menos sensível (98%) e especifica (86%) para detectar estirpes de 

K. pneumoniae ESBLs positivas. 

O teste VITEK2 ESBL foi igualmente capaz de detectar 96,9% de produtores de 

ESBLs, corroborando a opinião de Spanu et al (73), de que este é um instrumento 
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de confiança para a detecção de rotina de microrganismos produtores de ESBLs. 

Num estudo acerca de estirpes de K. pneumoniae e E. coli expressando ß-

lactamases bem caracterizadas, Sanders et al. (71), demonstraram que o teste 

VITEK2 ESBL apresentava 99% de sensibilidade e especificidade na detecção de 

ESBLs, enquanto outro estudo sugeria taxas superiores a 90% (66). 

No actual estudo, este método apresentou uma sensibilidade de 100% para a 

detecção de estirpes de E. coli produtoras de ESBLs, em comparação com taxas 

ligeiramente mais baixas (90%) para estirpes de K. pneumoniae. Este facto 

poderá estar relacionado com a ocorrência mais frequente, em isolados de K. 

pneumoniae, de outros mecanismos de resistência associados, capazes de 

camuflar a presença de ESBLs e dificultar a sua detecção.  

Nos quatro casos em que o teste VITEK2 ESBL se mostrou falsamente positivo, 

três revelaram estar relacionados com estirpes de K. pneumoniae e o outro com 

uma estirpe E. coli. Em relação ao E-test, os três resultados falsos positivos 

também se encontravam relacionados com estirpes de K. pneumoniae. 

Segundo Bradford e Spanu, deve empregar-se grande cuidado na interpretação 

destes métodos pois têm vindo a ser reportados resultados falsos-positivos nos 

testes de screening fenótipico de ESBLs em estirpes não possuidoras de ESBLs 

(21, 73). Vários estudos concluíram que altos níveis de expressão de SHV-1 em 

estirpes de K. pneumoniae podem provocar a subida da CIM da ceftazidima (CIM 

≥32 µg/ml) a níveis nos quais existe a suspeita da presença de uma ESBL 

(21,33,73). 

Paralelamente, outros estudos, reportaram que a produção de SHV-1 numa 

estirpe de K. pneumoniae, apresentando adicionalmente a ausência de uma 

porina da membrana externa, provocou um resultado falso-positivo nos testes de 

detecção de ESBLs baseados no diferencial entre as CIMs dos oximino-ß-

lactâmicos com e sem ácido clavulânico (21, 73). 

Por outro lado, os resultados falsos-negativos encontrados poderão dever-se a 

estirpes de K. pneumoniae produtoras de uma ESBL e de uma ß-lactamase 

AmpC, simultaneamente. A coexistência de ambos os tipos enzimáticos numa 

mesma estirpe poderá resultar em CIMs elevadas para as cefalosporinas, mas 

resultar em falsos-negativos nos testes de detecção de ESBLs. A explicação mais 



Susana Cláudia de Matos Lima Ferreira 51 

plausível refere-se à capacidade que as ß-lactamases AmpC têm em resistir ao 

ácido clavulânico e consequentemente camuflar a acção sinérgica que possa 

existir entre este e as cefalosporinas contra as ESBLs (73). 

Quanto à avaliação da eficiência dos substratos utilizados nos testes praticados 

verificamos que tanto a cefotaxima como a ceftazidima apresentaram elevada 

sensibilidade para a detecção de ESBLs, em ambos os géneros. Sendo de 

ressalvar que os resultados da genótipagem de algumas das estirpes em estudo 

revelou ESBLs maioritariamente do tipo TEM, isoladas de produtos oriundos de 

doentes em regime de internamento. Tal como noutros estudos realizados em 

Portugal (26,48,49,50), este estudo também detectou duas estirpes de E. coli 

produtoras de ESBLs dos tipos CTX-M-14 e CTX-M-15. No entanto, estes 

resultados mostram-se reduzidos para que através deles mais se possa inferir 

acerca dos principais tipos de enzimas presentes e como se disseminam, no 

ambiente hospitalar em estudo. 

Podemos verificar neste trabalho, que no Hospital Geral de Santo António, em 

relação ao ano de 2004 foram detectadas percentagens similares de estirpes de 

E. coli e K. pneumoniae, produtoras de ESBLs, sendo no entanto de ressalvar que 

a incidência de K. pneumoniae era ligeiramente superior. Temporalmente assistiu-

se a um declínio nos isolados de K. pneumoniae e um acréscimo significativo de 

estirpes produtoras de ESBLs entre isolados de E. coli, só no primeiro semestre 

de 2007. 

Epidemiologicamente confirma-se o aumento significativo de isolados destas 

Enterobacteriaceae neste hospital, prevalentemente em doentes internados 

podendo este facto ser um indicador de focos de disseminação nosocomial. A 

maior frequência de isolados de E. coli ESBL positivas em detrimento de isolados 

de K. pneumoniae verificou-se, provavelmente devido à eficaz acção da comissão 

de controlo da infecção, mas também porque o limiar entre hospital e comunidade 

se encontra cada vez mais atenuado, verificando-se actualmente o aumento 

preocupante da frequência de estirpes produtoras de ESBLs na comunidade. 

Bisson et al (80), refere como factores de risco de infecção nosocomial, entre 

outros, os internamentos prolongados e sujeitos à presença de dispositivos 

médicos invasivos (cateteres urinários, tubos endotraqueaís, cateteres venosos), 
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por um período prolongado, a idade, o estado clínico do doente, bem como, o 

abuso de antibióticos, estando comprovada por vários estudos (81) a relação 

entre o uso de cefalosporinas de terceira geração e a aquisição de uma estirpe 

produtora de ESBLs. Por outro lado, outros estudos (65) concluíram que a 

diabetes mellitus, o uso abusivo de quinolonas, as infecções do tracto urinário 

repetidas, a idade avançada e os internamentos hospitalares intermitentes, são os 

principais factores de risco das infecções por E. coli produtoras de ESBLs, em 

doentes não hospitalizados. 

Finalmente, com este estudo foi possível concluir que sendo o Hospital Geral de 

Santo António, EPE, uma instituição de cariz central, em que a rotatividade de 

doentes é elevada, abarcando uma miríade de especialidades clínicas, torna-se 

premente encontrar uma metodologia de diagnóstico laboratorial eficaz na 

detecção de estirpes produtoras de ESBLs, como auxilio rápido no tratamento, na 

prevenção da infecção nosocomial e controlo da disseminação destas estirpes. 

Os resultados obtidos sugerem que a aplicação do teste VITEK2 ESBL como 

teste confirmatório da presença de isolados produtores de ESBLs, é uma 

metodologia segura e de alta sensibilidade na rotina laboratorial do laboratório de 

Microbiologia. Apesar do teste de sinergismo ser uma metodologia de fácil 

execução e pouco oneroso, apresenta o sério inconveniente de requerer 

execução e interpretação por pessoal especializado e experiente, e de nem 

sempre detectar a presença de ESBLs, quando associadas a outros mecanismos 

de resistência. Por outro lado, a metodologia E-test apesar de apresentar boa 

sensibilidade na detecção destes microrganismos, continua a ser altamente 

onerosa e também sujeita às interferências mencionadas anteriormente. Os 

resultados sugerem por isso, que a aplicação do teste VITEK2 ESBL na rotina 

laboratorial do Serviço de Microbiologia do HGSA, EPE, seria de adoptar, pela 

sua rapidez nos resultados, e integração rápida na actual rotina de trabalho sem 

implicar custos acrescidos e a mobilização extraordinária de recursos materiais e 

humanos. 
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5. Perspectivas futuras  

 

Em futuros estudos seria pertinente a criação de protocolo de intercâmbio entre 

especialidades clínicas, laboratório de Microbiologia e comissão de infecção no 

sentido de estudar a incidência e a prevalência do fenómeno ESBL entre outros 

isolados bacterianos, para além dos contemplados neste estudo. Paralelamente, 

seria de extrema relevância o investimento na implementação de metodologias de 

caracterização genótipica desses isolados, pois se a fenotipagem não substitui a 

informação adquirida pela genótipagem e vice-versa, ambas complementam-se e 

facultam as ferramentas para refrear a disseminação destas estirpes. 
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