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RESUMO: As Beta-lactamases de Espectro Ampliado podem produzir uma oculta, mas clinicamente
significante, resisténcia a cefalosporinas de amplo espectro e aztreonam. Estas enzimas sao produzidas
principalmente por Klebsiella sp e Escherichia coli. Critérios interpretativos modificados para um grupo
chave de antibidticos ou o uso de testes especiais de susceptibilidade antimicrobiana devem ser usados
para aumentar a sensibilidade de detecgcdo das ESBL. 735 isolados de E. coli e 192 de Klebsiella sp foram
estudados para determinar a prevaléncia de ESBL no Hospital Universitario Regional Norte do Parana. Os
resultados obtidos indicam 2,99% de E. coli e 36,46 % de Klebsiella sp produtoras de ESBL. Usando um
grupo de 156 amostras de E. coli e 74 de Klebsiella sp, comparou-se 3 métodos de triagem para deteccéo
de ESBL: teste de sinergia de duplo disco, disco difusdo ( ambos realizados com ceftazidima, cefotaxima
e aztreonam) e painel de microdiluicao MicroScan realizado com ceftazidima, ceftriaxona e cefotaxima). Os
resultados deste estudo sugerem que 0s 3 métodos de triagem podem ser igualmente utilizados por laboratérios
clinicos em isolados de E. coli e Klebsiella sp.
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INTRODUGAO

Desde a introducao da penicilina G até as
cefalosporinas de quarta geracao, vem-se
observando uma crescente perda de atividade
destas drogas, na dependéncia da pressao seletiva
imposta sobre as populagbdes bacterianas
(Mendonca, 1996).

A producao de beta-lactamases é o principal
mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-
negativo, aos agentes beta-lactamicos (Bush et al.,
1995; Livermore, 1995).

Nos ultimos 10 anos, tem ocorrido um aumento
na prevaléncia de cepas produtoras de uma beta-
lactamase de espectro estendido (ESBL), de
codificacao plasmidial, derivada das beta-
lactamases classicas (TEM-1,TEM-2 e SHV-1). As
ESBLs estdo incluidas no grupo 2be de BUSH e
possuem acao hidrolitica ampliada a todos os beta-

lactamicos, incluindo cefalosporinas de quarta
geracdo e monobactans, com excec¢ao das
cefamicinas e carbapenens. QOutra caracteristica
fenotipica importante, € que elas permanecem
sensiveis a agao de inibidores de beta-lactamases
(Philippon,1989; Blatt, 2000; Jacoby, 2000;
Livermore, 2000; Silva, 2000}

Estas enzimas ocorrem predominantemente em
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, mas
podem também ser encontradas, com menor
frequéncia, em outras espécies de Enterobactérias
como Klebsiella oxytoca, Enterobacter spp.,
Proteus spp., Morganella morganii, Salmonella
spp.e Serratia marcescens (Thomson,1997;
Vercauteren et al.,1997).

As ESBLs foram descritas pela primeira vez, em
isolados de Klebsiella na Alemanha em 1983, tendo
a primeira grande eclosao ocorrido na Franca em
1985-87. Cepas com estas enzimas foram relatadas
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pela primeira vez nos Estados Unidos em 1989-90
. Entre 0s anos de 1988 e 1990 foram detectadas
na Espanha os primeiros isolamentos de
enterobactérias produtoras de ESBL (Knothe et
al., 1983; Livermore, 1995; Sirot et al., 1987; Petit
etal., 1990).

Bactérias produtoras de ESBL tem sido isoladas
com maior frequéncia em amostras provenientes de
pacientes hospitalizados, porem também podem ser
encontradas em amostras de origem comunitaria.
Pacientes submetidos a um consumo de antibidticos
(principalmente cefalosporinas, em especial
ceftazidima) e a cateterizacao arterial e/ou urinaria,
possuem maior risco de adquirir infeccao ou mesmo
colonizagao por bactérias ESBL. (Silva, 2000).

As beta-lactamases de espectro estendido
representam um sério problema clinico nos
hospitais. Por ser codificada por plasmidios, esta
resisténcia pode ser transferida facilmente, por
conjugacgao, entre diferentes espécies bacterianas.
Além disto, estes plasmidios podem ter,
associados, genes de resisténcia a outros tipos
de antimicrobianos. (Silva, 2000).

Os testes de sensibilidade disponiveis
atualmente, apresentam limitagdes na deteccao de
resisténcia mediada por estas enzimas (Blatt, 2000;
Sader, 1998). Aigumas cepas produtoras de ESBL
podem mostrar um baixo nivel de resisténcia que
pode nao alcancgar os “breakpoints” para resisténcia,
preconizados atualmente pelo NCCLS e serem
reportadas como sensiveis. Esta falsa sensibilidade
pode acarretar falha terapéutica quando infeccoes
causadas por cepas produtoras de ESBL sao
tratadas com beta-lactamicos (Blatt, 2000; Sader,
1998; Sader, 2000a; Sader, 2000b).

Varios métodos de triagem para pesquisa de
ESBL tém sidos propostos (Jacoby, 1996; NCCLS,
2000; Thomson et al., 1996). Entre estes métodos,
tem-se o uso de “breakpoints” modificados,
estabelecidos pelo NCCLS (NCCLS, 2000; Thomson
et al., 1996), teste de dupla difusao (Jarlier et al.,
1988), teste tridimensional (Thomson & Sanders,
1992) e o0 método de triagem com fitas ETEST
(Silva, 2000; Vercauteren et al., 1997)

Tendo em vista a alta frequéncia de Escherichia
coli e Klebsiella sp no HURNP e a alta prevaléncia
de ESBL que tem sido reportada nestes géneros
por diversos autores (Emery & Weymouth, 1997;
Sirot et al., 1992), o presente estudo tem por
objetivo, determinar a prevaléncia de ESBL no
HURNP, bem como comparar a habilidade dos
métodos de triagem em agar disco difusao e
microdiluicado automatizada com “breakpoints”
modificados (NCCLS-2000) e teste de dupla difuséo,
em detectar a expressao desta enzima.

MATERIAIS E METODOS

Amostras bacterianas:

Foram incluidas neste estudo, 735 amostras de
Escherichia coli e 192 de Klebsiella sp, isoladas
de diversos materiais bioldgicos, obtidos de
pacientes internados e atendidos no Hospital
Universitario Regional Norte do Parana, durante o
ano de 2000.

Das 927 amostras bacterianas analisadas, 156
Escherichia coli e 77 Klebsiella sp foram
selecionadas para serem submetidas aos testes
comparativos para pesquisa de ESBL.

ldentificagao das amostras:

Aidentificacdo em género e espécie foi realizada
por metodologia manual, segundo orientacoes do
Manual of Clinical Microbiology (Murray et al., 1999),
sendo confirmada através de método automatizado
Dade Behring MicroScan, utilizando os painéis NC
20eNUC 1.

Apos identificadas, as amostras foram
estocadas a ~-20°C em caldo TSB com 30% de
glicerina.

Controle de qualidade:

Amostras de Escherichia coli ATCC 25922 e
ATCC 35218, foram utilizadas como controle de
qualidade neste estudo.

Métodos de detecgcdo de ESBL:

1- DISCO DIFUSAO : Os halos de inibicao para
cefotaxima, ceftazidima e aztreonam, foram
medidos e analisados de acordo com os
“breakpoints” indicativos da producao de ESBL
estabelecidos pelo NCCLS-2000, ou seja, sao
suspeitas de ESBL as cepas com sensibilidade
diminuida, apresentando um halo =22 mm para
ceftazidima, = 27 mm para aztreonam e
cefotaxima. (Mendes et al., 1998; Blatt, 2000;
Aguilera & Trindade, 2000; NCCLS, 2000).

2- MICRODILUICAO AUTOMATIZADA: A
susceptibilidade aos antimicrobianos foi
determinada pelo Sistema MicroScan (Dade
Behring),usando painéis desidratados para gram-
negativo NC 20 e NUC 1, lidos peio Walkaway
40 e interpretados de acordo com os critérios do
NCCLS 2000. Arecomendacao do NCCLS para
a deteccao de bactérias suspeitas de produzirem
ESBL, inclui que isolados clinicos de Klebsiella
spp. e Escherichia coli com MIC aumentados
(= = 2 ug/ ml) para qualquer uma das drogas
padronizadas do sistema, ceftazidima, cefotaxima
e ceftriaxona, devem ser consideradas suspeitas.

18 Semina: Ci. Biol. Saude, Londrina, v. 20/21, n. 2, p. 17-24, jun. 1999/2000



3- APROXIMACAO DE DISCOS OU DUPLA
DIFUSAQ: Em placa de Mueller-Hinton Agar
(Difco), foram dispensados discos de ceftazidima
30 ug, cefotaxima 30 ug e aztreonam 30 ug, ao
redor de um disco central de amoxicilina 20 ug /
acido clavulanico 10 ug, distantes deste, 20 mm
de bordo a bordo. Considerou-se teste positivo
para ESBL, sinergia positiva, a presenca de
ampliacdo e/ou distorcdo do halo de inibicao de
um ou mais antimicrobianos testados ou, ainda,
0 aparecimento de uma terceira zona irregular
de inibicdo entre o disco de amoxicilina+acido
clavulanico e o disco de uma das drogas beta-
lactamicas (“ghost —zone”).

4- Fitas ETEST: Esta metodologia foi utilizada como
referéncia ouro, nos casos em que houve
discordancia de resultados. Uma suspensao
bacteriana, com turbidez correspondente 2 0.5
da escala de McFarland, foi semeada em uma
placa de Mueller-Hinton Agar. Apos um intervaio
de 15 minutos, foi dispensada a fita de ETEST,
que apresenta gradientes de concentracoes
estaveis de ceftazidima (0,5 ug/ml a 32 ug/ml)
em uma das extremidades e ceftazidima (0,125
ug/mi a 8 ug/ml) associada a uma concentracao
fixa de acido clavulanico (2 ug/m!) na extremidade
oposta. Conforme instrucdes do fabricante, a MIC
foi determinada como sendo a primeira

concentracao acima da interseccao entre a fita
de ETEST e a zona eliptica de inibicao de
crescimento bacteriano. A amostra foi
considerada produtora de ESBL, quando ocorreu
umareducao da MiC de ceftazidima, 2,5 diluicoes
logaritmicas na presenca de acido clavulanico
em comparacao com a MIC de ceftazidima. Em
casos onde ambas as MIC apresentaram valores
abaixo dos gradientes de antimicrobianos
presentes na fita, a redugao foi considerada zero.

RESULTADOS

Das 735 amostras de Escherichia colitestadas,
22 (2,99 %) foram positivas para ESBL por um ou
mais dos metodos de triagem (Figura 1). Das 192
Klebsiella sp analisadas, 70 (36,46 %) se
mostraram produtoras da enzima (Figura 2).

Considerando as 156 amostras de Escherichia
coli analisadas comparativamente pelos métodos de
deteccao de ESBL, 12 (7,69 %) foram positivas pelo
metodo de disco difusdo e 9 (5,76 %) pela
aproximagao de discos. A microdiluicéo
automatizada MicroScan foi realizada em 75 destas
amostras, das quais somente 5 (6,66%) foram
consideradas positivas para ESBL (Figura 3).

Das 74 amostras de Klebsiella sp submetidas
aos testes comparativos, 46 (62,16% ) foram positivas

HEESBL
Zinao ESBL

Figura 1— Prevaléncia de ESBL entre 735 amostras de E. coli

E ESBL
nao ESBL

Figura 2 — Prevaléncia de ESBL entre 192 amostras de Klebsiella sp.
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por disco difusao e 42 (56,75%) pela aproximacao de
discos. Destas amostras, 25 foram testadas por
microdiluicdo automatizada, das quais 13 (52%) foram
consideradas produtoras da enzima (Figura 4). Estes
resultados nao representam prevaléncia, uma vez que
0s microorganismos nao foram coletados de maneira
consecutiva.

Comparando-se os métodos de disco difusdo e
microdiluicac automatizada, observou-se concordancia
em 100% das amostras de Escherichia coli (Tabela
1) e de Kiebsiella sp (Tabela 2).

Com relacao aos métodos de disco difusao e

disco dif. DDS

aproximacao de discos (DDS), notou-se concordancia
absoluta entre as amostras negativas para ESBL
por ambos os métodos, porém houve discordancia em
3 das amostras positivas de Escherichia coli (Tabela
3) e 4 das amosiras de Klebsiella sp (Tabela 4).

Comparando o teste de microdiluicao
automatizada com a dupla difusao (DDS),embora
todas as amostras negativas das 2 bactérias
apresentem concordancia de 100 % entre os dois
metodos, observou-se discordancia em 3 amostras
de Escherichia coli (Tabela 5) e 2 de Klebsiella sp
(Tabela 6) na analise dos resultados.

microScan

Figura 3 — Positividade de ESBL pelos métodos de triagem em 156 amostras de E. coli

disco dif. DDS

microScan

Figura 4 — Positividade de ESBL pelos métodos de triagem em 74 amostras de Klebsiella sp
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Tabela 1 — Comparacdo entre os métodos de disco difusao e microdiluicdo em 75 amostras de E. coll.

DISCO DIFUSAO

MICRODILUICAO + - TOTAL
+ 05 00 05
- 00 70 70
TOTAL 05 70 75

Tabela 2 — Comparacao entre os métodos de disco difusdo e microdiluicao em 25 amostras de Klebsiella sp.

DISCO DIFUSAO

MICRODILUICAO + - TOTAL
+ 13 00 13
- 00 12 12
TOTAL 13 12 25

Tabela 3 — Comparacao entre os métodos de disco difusdo e aproximacao de discos (DDS) em 156
amostras de E. coli

DDS
DISCO DIFUSAO + - TOTAL
+ 09 03 12
- 00 144 144
TOTAL 09 147 156

Tabela 4 — Comparacao entre os métodos de disco difusédo e aproximagao de discos(DDS) em 74 amostras
de Klebsiella sp.

DDS
DISCO DIFUSAO + - TOTAL
+ 42 04 46
- 00 28 28
TOTAL 42 32 74

Tabela 5 — Comparacao entre os métodos de microdiluicao e aproximagao de discos (DDS) em 75 amostras
de E. coli.

DDS
MICRODILUICAO + - TOTAL
+ 02 03 05
- 00 70 70
TOTAL 02 73 75

Tabela 6 — Comparacao entre os métodos de microdiluigdo aproximacao de discos (DDS) em amostras de
Klebsiella sp.

DDS
MICRODILUICAO + - TOTAL
+ 11 02 13
- 00 12 12
TOTAL 11 14 25
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quantitativamente mensurado (Reis, 1999), além de
ser influenciado pela distancia entre os discos.
Segundo alguns autores (Moland et a/.,1998),
utilizando o “breakpoint” = 2 ug/ml recomendado
pelo NCCLS para detectar a maioria das ESBL (82
a 91%), o MicroScan pode incluir nesta deteccao,
outras enzimas que nao ESBL, como AmpC beta-
lactamase. No trabalho, os autores reccomendam a
utilizac@o de outros valores como um “breakpoint”
de = 4 ug/mi para ceftazidima, a fim de eliminar
possiveis falsos positivos.

Devido a sua acuracia, o ETEST seria o metodo
mais indicado para a pesquisa de ESBL, porém em
virtude do alto custo das fitas, 0 uso de “breakpoints”
moedificades para os testes de triagem, disco difusao
e determinacao da MIC, embora ndo sejam
confirmatorios da producac de ESBL, representam
uma opgao bastante pratica para os laboratérios de
rotina, pois ndo implica em mudancas narealizacao

dos testes (Reis, 1999). Em nosso trabalho, os
metodos utilizades apresentaram boa concordancia,
em relacao aos substratos testados, podendo ser
implantados em laboratorios de rotina de nossa
regido, como triagem na deteccdo de amostras
suspeitas de ESBL.

Considerando a alta prevaléncia de ESBL e as
possiveis falhas terapéuticas, € essencial ¢ trabalho
conjunto do laboratério e do clinico em estudos
epidemiologicos e identificacao precoce destas
cepas, a fim de orientar as medidas a serem
implementadas pelas comisstes de controle de
infeccao hospitalar, como no uso indiscriminado de
antibidticos, principalmente se atentarmos para o
fato de que muitos genes ESBL localizam-se em
plasmidios de ampla mulli-resisténcia, os quais
também codificam resisténcia para outros
antibioticos (Aguilera & Trindade, 2000, Jacoby,
2000, Patterson, 2000).
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ABSTRACT: The Extended Spectrum Beta-lactamases may produce hidden but clinically significant
resistance to expanded-spectrum cephalosporins and aztreonam. This enzimes are produced mainly by
Klebsiella and Escherichia coli. Modified interpretive criteria for key antibiotics or the use of special
antimicrobial susceptibility tests should be used to increase the sensitivity of ESBL detection. 735 isolates
of Escherichia coli and 192 of klebsiella sp were studied for determine the prevalence of ESBL in HURNP.
The results obtained indicate 2,99 % of E. coli and 36,46 % of Klebsiella sp that encode for resistance to
broad-spectrum beta-lactam antibiotics. Using a set of 156 strains of E. coli and 74 of Klebsiella sp, we
compared three screening methods for ESBL detection: a double-disk synergy test, disk diffusion (both test
were performed with ceftazidime, cefotaxime and aztreonam) and MicroScan microdilution panels (performed
with ceftazidime and ceftriaxone e/ou cefotaxime). The results of this study suggest that three screening
methods can be equaly used by clinical laboratories as na indicator of extended-spectrum beta-lactamases,
in isolates of E. coli and Klebsiella sp.

KEY WORDS: Beta-lactamase,; Extended Spectrum Beta-lactamases (ESBL),; Beta-lactam; resistance
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