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Bactérias produtoras de betalactamase de espectro estendido (ESBL) representam um dos
mais importantes problemas de resisténcia bacteriana nos hospitais brasileiros. A necessidade
da implementacdo de testes que apresentem alta acuracia e baixo custo é de suma importan-
cia devido a dificuldade na deteccado de ESBL. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
acurécia dos testes de adicdo de acido clavulanico comercializados pela Oxoid® (Basingstoke,
Inglaterra) e do Etest ESBL Screen® (AB Biodisk, Solna, Suécia) para deteccio de K. pneumoniae
produtoras de ESBL. Objetivamos também avaliar comparativamente a sensibilidade e a
especificidade dos substratos betalactdmicos utilizados nestas metodologias. Foram avaliadas
134 amostras de K. pneumoniae isoladas em hemocultura de pacientes internados no Hospital
Séo Paulo no periodo de julho de 1996 a julho de 2001. As amostras foram avaliadas quanto
a producdo de ESBL pelo teste de triagem preconizado pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), adicdo de 4cido clavulanico (Oxoid®) e Etest ESBL Screen®.
Foram consideradas produtoras de ESBL (padrdo-ouro) amostras que apresentaram teste de
triagem positivo e pelo menos um dos dois testes avaliados também positivo. O teste de
adicdo de acido clavulanico (Oxoid®) apresentou 100% de sensibilidade e 100% de especifi-
cidade, e os substratos que apresentaram melhor desempenho neste teste foram cefotaxima
e cefpodoxima, ambos com 100% de sensibilidade e especificidade. O Etest ESBL Screen®
apresentou 96% de sensibilidade e 100% de especificidade, sendo que a cefotaxima mostrou
novamente melhor desempenho, com 92,5% de sensibilidade e 100% de especificidade. O
teste de adicdo de 4cido clavulanico (Oxoid®) apresentou excelente desempenho e pode ser
facilmente implementado na rotina laboratorial por ser de alta acuracia e de faceis realizacéo
e interpretacdo.

abstract

Bacterial strains producing extended spectrum beta-lactamases (ESBL) represent a common | ESBL

resistance problem among Brazilian hospitals. Due to the difficulty of ESBL detection in the clinical
laboratory, these bacterial isolates require a reproducible, efficient, and low cost detection method.
The aim of the present study was to evaluate the efficacy of detection of K. pneumoniae ESBL
isolates by two methods: the Etest ESBL strip and the inhibitor potentiated disk diffusion test with
clavulanic acid (clavulanate-potentiation test). The sensitivity and the specificity of beta-lactam
agents against these isolates were also evaluated. The experiments were performed on a total of
134 K. pneumoniae isolates recovered from blood specimens in our institution from July 1996 to
July 2001. The samples were tested for ESBL production by the NCCLS screen test, clavulanate-
potentiation test and Etest ESBL strip. Isolates presenting positive results for the screen test and for
at least one of the evaluated tests were considered ESBL producers (gold standard). The results of
this study yielded a 100% specificity and sensitivity for the clavulanate-potentiation test, and the
best indicators of ESBL production were cefotaxime and cefpodoxime. The Etest ESBL strip also
turned out to be a very sensitive (96%) and specific (100%) method, being cefotaxime the most
efficient substrate. According to the results of this investigation, the clavulanate potentiation disk
diffusion test displayed an excellent performance and can be easily implemented in routine clinical

Clavulanate potentiation
disk diffusion

Etest ESBL Screen®

laboratories as a practical, reliable, and accurate method.

ARTIGO ORIGINAL
ORIGINAL PAPER

Recebido em 09/07/02
Aceito para publicacdo em 15/05/03

€002 ‘80€-TOE "d ‘¥ "U ‘6E "A ‘O11dUEL Bp O1Y

301

[elo1eI0qR T RUIDIPAIN 3 BIB0j01ed 9p OJls|iselg [eulor

1. Aluna de mestrado da disciplina
de Doencas Infecciosas e Parasitarias
da Universidade Federal de Sdo
Paulo (Unifesp).

2. Aluno de doutorado da disciplina
de Doengas Infecciosas e Parasitarias
da Unifesp.

3. Aluna de doutorado da disciplina
de Doencas Infecciosas e Parasitrias
da Unifesp e docente da
Universidade Estadual de Maringé.
4. Professor da disciplina de Doencas
Infecciosas e Parasitarias da Unifesp e
diretor do Laboratdrio Especial de
Microbiologia Clinica/Unifesp.
Realizago do Laboratdrio Especial
de Microbiologia Clinica da
disciplina de Doencas Infecciosas e
Parasitérias da Escola Paulista de
Medicina (Unifesp/EPM).




Rio de Janeiro, v. 39, n. 4, 2003

302

Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial

Avaliagéo da acuracia de testes laboratoriais para deteccao de amostras de Klebsiella pneumoniae produtora de betalactamase de espectro estendido Pereira et dl.

Introducéo

O principal mecanismo de resisténcia das bactérias
gram-negativas aos betalactdmicos é decorrente da pro-
ducdo de betalactamases, que sdo enzimas que catalisam
a hidrélise do anel betalactamico, impossibilitando, assim,
a sua atividade antimicrobiana (10).

Klebsiella pneumoniae é um dos bacilos gram-negativos
mais frequientemente isolados como causa de infec¢des hos-
pitalares (28), chegando a ser responsavel por até 29% das
infeccbes de um hospital (12). As infec¢des causadas por K.
pneumoniae estdo associadas com alta morbimortalidade (11).

Amostras clinicas de K. pneumoniae apresentam resis-
téncia intrinseca a ampicilina e carbenicilina. Isto se deve
a produgao de betalactamases TEM-1 e SHV-1 (11). Estas
betalactamases foram reportadas pela primeira vez em
1960 em amostras de Escherichia coli e Salmonella paratyphi
logo apds a introdugdo da ampicilina como tratamento
de infeccdes causadas por estes microrganismos. Desta
maneira, desde a década de 1960, ocorreu a dissemina-
cdo da betalactamase plasmidial TEM-1 por outras espé-
cies de bactérias gram-negativas, entre elas a K. pneumo-
niae. Esta espécie também produz a enzima SHV-1 em
baixos niveis, o que proporciona resisténcia a ampicilina,
amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina e cefalosporinas de
primeira geracao (10).

Pelo uso extensivo de antimicrobianos betalactamicos
de amplo espectro na década de 1980, microrganismos
que possufam betalactamases mediadas pelo gene TEM
desenvolveram resisténcia a cefalosporinas de amplo es-
pectro e monobactamicos (11, 14). Este desenvolvimen-
to de resisténcia se deve a mutacdes nos genes blatgp.1
e blagyy.1, que resultam na substituicdo de aminoacidos
alterando o substrato especifico das enzimas. Desde
entdo, indmeros relatos de surtos envolvendo K. pneu-
moniae produtoras de betalactamases de espectro esten-
dido (ESBL) tém sido reportados (7, 23). Os plasmidios
que carregam os genes que codificam a produgao de ESBL
geralmente contém genes de resisténcia a outros anti-
microbianos, como aminoglicosideos, sulfonamidas,
tetraciclinas e cloranfenicol.

A mudanca no perfil de sensibilidade aos antimicrobia-
nos de amostras clinicas de K. pneumoniae e relatos cada
vez mais frequientes de surtos hospitalares causados por
estes agentes justificam a monitoracao deste patégeno no
ambiente hospitalar.

A prevaléncia de amostras de K. pneumoniae produto-
ras de ESBL varia entre diferentes regides, sendo relatada

como 9,6% na Franca (25), 14% no Reino Unido (9), 24%
na Grécia (26) e 9% na Hungria (13). Estudo multicéntrico
envolvendo hospitais em trés diferentes cidades brasileiras
demonstrou que a K. pneumoniae foi a causa de 9,7% das
infeccdes de corrente sangiiinea, 11% das do trato respira-
torio inferior, 7% das de pele e mucosas, feridas, e também
por 11,7% das ocorridas nas UTls. Destas, mais de 50% eram
produtoras de betalactamase (22). Outras infeccdes como
endocardite e meningite também podem ser causadas por
este agente (11, 18).

Atualmente as ESBLs representam o maior grupo de
betalactamases estudado mundialmente e tém sido moti-
vo de extensivas investigacdes microbioldgicas, bioquimi-
cas, genéticas e epidemioldgicas (1, 2, 6, 20, 21).

As ESBLs tém mostrado variavel expresséo fenotipica.
Enquanto uma ESBL pode ter maior capacidade para
hidrolisar drogas como a ceftriaxona ou a cefotaxima, outra
pode ter maior capacidade para hidrolisar a ceftazidima
ou aztreonam. A deteccdo laboratorial de cepas produto-
ras de ESBL é muito desafiadora, pois sdo necessarios
mdltiplos substratos de deteccdo especificos (1).

A falta de um teste com boa acurdcia para a deteccdo
de amostras produtoras de ESBL tem facilitado a dissemi-
nacao hospitalar desses microrganismos. Essa dificuldade
pode prolongar a permanéncia do paciente no hospital
ou mesmo aumentar a morbimortalidade, uma vez que
os pacientes podem ndo ser tratados adequadamente (3).

De modo geral, os métodos de triagem se baseiam no
padrado de sensibilidade das amostras. Testes especiais tém
sido designados especificamente para a deteccdo e/ou con-
firmacdo da producdo de ESBL. Entre estes testes estdo o
teste de disco-difusdo utilizando pontos de corte (breakpoints)
indicativos da producdo de ESBL estabelecidos pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), o teste
de adiczo de 4cido clavulanico Oxoid® (Basingstoke, Ingla-
terra) e o Etest ESBL Screen® (AB Biodisk, Solna, Suécia). Al-
guns relatos mostram que o 4cido clavulénico é um inibidor
mais potente do que sulbactam para enzimas TEM e SHV
com espectro ampliado (18). Desta maneira, o acido
clavulanico é o composto mais utilizado nestes testes.

O objetivo do presente estudo foi avaliar comparativa-
mente a acuracia dos testes de adicdo de acido clavulanico
comercializados pela Oxoid® (Basingstoke, Inglaterra) e
do Etest ESBL Screen® (AB Biodisk, Solna, Suécia) para
deteccdo de amostras de K. pneumoniae produtoras de
ESBL. Objetivamos também avaliar comparativamente a
sensibilidade e a especificidade dos substratos betalacta-
micos utilizados nestas metodologias.
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Materiais e métodos

Foram incluidas no estudo 134 amostras de K. pneu-
moniae isoladas de corrente sangliinea e coletadas conse-
cutivamente, sendo obtida uma Unica amostra por pa-
ciente. As amostras foram obtidas de pacientes internados
no Hospital Sdo Paulo da Escola Paulista de Medicina da
Universidade Federal de Séo Paulo (EPM/Unifesp) no perio-
do de julho de 1996 a julho de 2001. Estas cepas foram
isoladas e identificadas no Laboratério Central do Hospi-
tal Sdo Paulo (Unifesp/EPM) e armazenadas a -20°C no
banco de microrganismos do Laboratério Especial de Mi-
crobiologia Clinica (LEMC). A identificacdo em género e
espécie foi repetida no LEMC, utilizando-se provas bio-
quimicas convencionais (5).

Para a realizacdo dos testes de deteccdo da producdo
de ESBL as amostras foram retiradas do banco de micror-
ganismos e subcultivadas por duas vezes em Mueller-
Hinton (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) suplementado com
5% de sangue de carneiro e dgar MacConkey.

Para cada amostra foi preparada uma suspensao bacte-
riana em caldo Mueller-Hinton (MHB, Oxoid, Basingstoke),
com turbidez correspondente a 0,5 da escala de McFarland,
utilizando-se o nefeléometro Abbot A-just® (Abbot, Deerfield,
EUA). Apds homogeneizacéo desta suspenséo foi realizada a
semeadura em uma placa (15 x 150mm) de agar Mueller-
Hinton (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) sendo que os discos
foram dispensados nas placas até 15 minutos ap6s a semea-
dura, seguindo as normas preconizadas pelo NCCLS (15). A
seqguir, os discos da marca 0x0id® de aztreonam (30ug),
cefotaxima (30ug), ceftazidima (30ug), ceftriaxona (30ug),
cefpodoxima (2ug), ceftazidima com acido clavulanico
(30ug/10ug), cefotaxima com acido clavulanico (30ug/10ug)
e cefpodoxima com écido clavulanico (10ug/1ug) foram dis-
pensados na superficie do agar. As placas foram incubadas
por 18 a 24 horas, a temperatura de 35°C, sendo os halos de
inibicao aferidos apds este periodo.

Foram consideradas produtoras de ESBL (padrdo-ouro)
as cepas positivas para o teste de triagem estabelecido
pelo NCCLS e que também fossem positivas para um dos
testes avaliados: teste de adi¢do de acido clavulanico ou
Etest ESBL Screen®. A positividade para pelo menos um
dos substratos testados indica que o teste é positivo, sen-
do que este critério foi utilizado para todos os testes ana-
lisados neste estudo.

A leitura do teste de disco-difusdo para os substratos
cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefpodoxima e

aztreonam foi analisada de acordo com os breakpoints uti-
lizados para triagem de cepas de K. pneumoniae e
Escherichia coli produtoras de ESBL estabelecidos pelo
NCCLS (15, 16) (Tabela 1). O teste de triagem foi consi-
derado positivo quando a amostra apresentava halo de
inibicdo menor que estes breakpoints para pelo menos um
substrato.

O teste de adicdo de acido clavuléanico foi realizado
como descrito acima e utilizando-se discos de cefta-
zidima/acido clavulanico (30ug/10ug), cefotaxima/aci-
do clavulanico (30ug/10ug) e cefpodoxima/acido clavu-
lanico (10ug/Tug) disponiveis comercialmente (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra). O teste foi considerado positivo
quando os diametros dos halos dos antimicrobianos as-
sociados ao acido clavuldnico foram pelo menos 5mm
mais elevados que os diametros dos antimicrobianos sem
o acido clavulanico. O teste de adicao de acido clavu-
lanico foi considerado positivo quando pelo menos um
dos trés substratos utilizados apresentou positividade
neste teste.

Foram utilizadas duas fitas de Etest® (AB Biodisk, Solna,
Suécia) disponiveis comercialmente para a deteccdo de
ESBL. Uma das fitas contém concentracdes crescentes de
ceftazidima (0,5ug/ml a 32ug/ml) em uma das extremidade
e concentracdes crescentes de ceftazidima (0,064ug/ml a
4ug/ml) associadas a uma concentracdo fixa (4ug/ml) de
acido clavulanico na outra extremidade. A outra fita utili-
zada contém cefotaxima em concentracdes crescentes
(0,25ug/ml a T6ug/ml) em uma das extremidades e, na
outra extremidade, concentracdes crescentes de
cefotaxima (0,16ug/ml a Tug/ml) associadas a uma con-
centracdo fixa de acido clavulanico (4ug/ml). Uma amos-
tra foi considerada produtora de ESBL quando ocorreu

Breakpoints utilizados para triagem

de cepas de Klebsiella spp. e
Escherichia coli produtoras de ESBL,
Tabela 1 BEEMIl RN KR

Antimicrobianos  Disco-difusdo MIC
(mm) (ng/ml)
Cefotaxima <27 2
Ceftriaxona <25 =2
Ceftazidima <22 =2
Cefpodoxima <17 >8
Aztreonam <27 =2

*NCCLS, 2002.
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reducdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de
ceftazidima = 3 diluicdes logaritmicas na presenca de é4ci-
do clavulanico em comparacao com a CIM de ceftazidima
sem o mesmo (16), ou seja, quando a razdo entre a CIM
do antimicrobiano testado e a CIM do antimicrobiano as-
sociado ao acido clavulanico for = 8 (3, 6). Em casos onde
ambas as CIMs apresentaram valores abaixo dos gradien-
tes de antimicrobianos presentes na fita, a reducéo foi
considerada zero e o teste, negativo (3, 6). Por outro lado
o teste foi considerado indeterminado quando ambas as
MICs se encontravam acima da escala da fita, impossibili-
tando assim o calculo da reducao da CIM (3, 6).

Amostras da American Type Culture Collection (ATCC),
K. pneumoniae ATCC 700603 produtora de ESBL e E. coli
ATCC 25922 néao-produtora de ESBL, foram utilizadas
como controle de qualidade para todos os testes de sensi-
bilidade realizados neste estudo. As cepas ATCCs foram
avaliadas seguindo a padronizacao do NCCLS e a inter-
pretacdo dos resultados foi realizada utilizando os limites
preconizados para cada ATCC (15, 16).

Resultados

De acordo com o padrdo-ouro estabelecido nesse es-
tudo, 72 amostras (53,8%) foram classificadas como pro-
dutoras de ESBL e 62 (46,2%) como ndo-produtoras. Este
resultado representa a prevaléncia da producdo de ESBL
em amostras de K. pneumoniae isoladas de hemocultura
em pacientes internados no Hospital Sao Paulo no perio-
do de julho de 1996 a julho de 2001.

Todas as amostras que apresentaram teste de triagem
negativo de acordo com as normas estabelecidas pelo
NCCLS apresentaram também resultados negativos para
os demais testes avaliados no presente estudo, enfatizando
assim a especificidade deste teste (15, 16).

Entre as 72 amostras consideradas produtoras de ESBL
pelo padrdo-ouro todas foram detectadas pelo teste de
adicdo de acido clavulanico. Porém trés amostras foram
consideradas indeterminadas pelo Etest ESBL Screen®. Nes-
ses trés casos, as CIMs para os dois compostos (ceftazidima
e ceftazidima/acido clavulanico) se encontravam acima da
escala da fita de Etest ESBL Screen®, o que caracteriza o
resultado do teste como indeterminado de acordo com as
normas do fabricante (AB Biodisk, Solna, Suécia).

Na Tabela 2 podemos observar a sensibilidade e as
especificidades de cada substrato utilizado no teste de tria-
gem preconizado pelo NCCLS (16). Os substratos cefota-
xima, cefpodoxima e ceftriaxona apresentaram sensibili-

dade e especificidade de 100%. A ceftazidima (97,3% de
sensibilidade) ndo detectou duas amostras produtoras de
ESBL, e a aztreonam (94,7% de sensibilidade) nao detec-
tou quatro amostras. Além disso, uma amostra apresen-
tou teste de triagem positivo somente pela aztreonam,
sendo que os demais substratos e os testes confirmatérios
foram negativos. Desta maneira este teste foi considerado
falso positivo.

O teste de adicdo de acido clavulanico da Oxoid®
(Basingstoke, Inglaterra) apresentou sensibilidade e espe-
cificidade de 100% (Tabela 3). Os substratos utilizados
neste teste foram ceftazidima, cefotaxima e cefpodoxima,
sendo que os dois Gltimos apresentaram 100% de sensi-
bilidade (Figura 1). A ceftazidima ndo detectou a produ-
¢do da enzima para duas amostras consideradas ESBL-po-
sitivas para os demais testes. Podemos observar na Tabela
4 a sensibilidade e a especificidade de cada substrato ana-
lisado individualmente.

O teste Etest ESBL Screen® (AB Biodisk, Solna, Suécia)
apresentou sensibilidade de 96% e especificidade de 100%
(Tabela 3). O substrato que apresentou melhor desempe-
nho neste teste foi a cefotaxima, com 92,5% de sensibili-
dade. Os dois substratos analisados (ceftazidima e cefo-
taxima) apresentaram especificidade de 100% (Tabela 5
e Figuras 2 e 3).

A fita com ceftazidima n@o detectou a producdo da
enzima para cinco amostras, e para outras trés amostras
os resultados foram indeterminados. Por outro lado, a fita
com cefotaxima apresentou resultado negativo para duas
amostras e indeterminado para trés.

Sensibilidade e especificidade dos
diferentes substratos utilizados no

teste de triagem preconizado pelo
NCCLS para deteccéo de ESBL em
1o IE92d 134 isolados de K. pneumoniae

Antimicrobiano Sensibilidade Especificidade
(%) (%)

Ceftazidima 97,3* 100

Cefotaxima 100 100

Cefpodoxima 100 100

Ceftriaxona 100 100

Aztreonam 94,7** 08,6***

*A ceftazidima ndo detectou a producdo de ESBL em duas amostras; **a
aztreonam ndo detectou a produgdo de ESBL em quatro amostras; ***uma
amostra nao é produtora de ESBL, mas somente a aztreonam a classificou como
possivel produtora de ESBL.
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Sensibilidade e especificidade de
cada método avaliado para deteccdo

da producdo de ESBL em 134
Tabela 3 IEUES RN IEE

Método Sensibilidade Especificidade
(%) (%)
Etest ESBL Screen® 96* 100
Adicdo do acido 100 100
clavulénico
Triagem NCCLS 100 100

*Trés amostras foram consideradas indeterminadas por este método.

Sensibilidade e especificidade dos
diferentes substratos do teste de

adicdo de acido clavulanico da Oxoid®
para deteccdo da producdo de ESBL
Tabela 4 EEURRZEEEO ROl

Antimicrobiano Sensibilidade Especificidade
(%) (%)
Ceftazidima 97,3* 100
Cefotaxima 100 100
Cefpodoxima 100 100

*A ceftazidima ndo detectou a producao de ESBL para duas das amostras.

Sensibilidade e especificidade dos
diferentes substratos testados pela

metodologia do Etest ESBL Screen®
para deteccdo da producdo de ESBL
Tabela 5 REURZELED0E O EE

Antimicrobiano Sensibilidade Especificidade
(%) (%)

Ceftazidima 90* 100

Cefotaxima 92,5%* 100

*A ceftazidima ndo detectou a produgdo de ESBL para oito amostras; **a
cefotaxima ndo detectou a produgéo de ESBL para cinco amostras.

Figura 1 - Teste de adicdo de dcido clavulanico (Oxoid®) positivo em amostra de

K. pneumoniae. Um aumento = Smm é observado nos halos dos antimicrobianos
associados ao dcido clavuldnico quando comparados com os antimicrobianos sem

o dcido clavuldnico. 1 = cefpodoxima; 2 = cefpodoxima + dcido clavuldnico;

3 = ceftazidima; 4 = ceftazidima + dcido clavuldnico; 5 = cefotaxima; 6 = cefotaxima
+ dcido clavuldnico

Figura 2 — Ftest ESBL Screen® positivo para o substrato cefotaxima em amostra de
K. pneumoniae. Além da diminuicdo = 3 escalas logaritmicas na CTL quando
comparada com CT, a presenga desta zona fantasma indica produgdo de ESBL devida
ao sinergismo entre cefotaxima e cefotaxima/dcido clavuldnico, MIC CT/CTL = 12/
0,047ug/ml. CT = cefotaxima; CTL = cefotaxima + dcido clavuldnico

Figura 3 — Etest ESBL Screen® positivo para o substrato ceftazidima em amostra de
K. pneumoniae. Observa-se a diminuico da CIM para ceftazidima/dcido clavuldnico.
CIM TZ/TZL = 32/0,0125ug/ml. TZ = ceftazidima; TZL = ceftazidima + dcido
clavuldnico
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Discussao

A pesquisa de bactérias produtoras de ESBL é de suma
importancia nos laboratérios de microbiologia clinica. Sua
deteccdo, entretanto, € dificultada pelo fato de a acurécia do
teste estar relacionada ao tipo de enzima produzido (1, 8). A
determinacdo de ponto isoelétrico das diferentes betalac-
tamases poderé auxiliar na determinacdo da classe
enzimética presente nas amostras bacterianas. A carac-
terizacdo especifica destas enzimas, entretanto, sé po-
dera ser verificada mediante a realizacdo de métodos
moleculares (24).

A sensibilidade e a especificidade de cada teste de-
penderd da colecdo de amostras utilizadas na avaliacdo.
No presente estudo foi utilizada uma colecdo de amostras
altamente representativa, pois se trata de isolados de
hemocultura coletados consecutivamente em um perio-
do de cinco anos.

Outra dificuldade encontrada na avaliacdo de testes
para deteccdo de cepas produtoras de ESBL é o estabele-
cimento de um padrao-ouro, uma vez que algumas cepas
expressam um grau muito baixo de resisténcia, ou, ainda,
a producdo de ESBL pode estar associada a outro meca-
nismo de resisténcia aos betalactamicos. Desta maneira,
nenhum teste fenotipico pode ser considerado padréo-
ouro, pois podera apresentar tanto resultados falsos posi-
tivos quanto falsos negativos (27).

Para contornar esta situacdo muitos estudos utilizam
uma combinagado de testes como padrdo-ouro (4). No
presente estudo foram consideradas produtoras de ESBL as
amostras que apresentaram teste de triagem positivo para
qualquer substrato e que também foram positivas para pelo
menos um dos dois testes que avaliam o efeito do acido
clavulanico. O teste de triagem apresenta alta sensibilida-
de, enquanto os testes que avaliam o efeito do 4cido
clavulanico apresentam alta especificidade. Assim, esta com-
binacdo representa um padrdo-ouro bastante adequado.

Ambos os testes avaliados, adi¢do de acido clavulanico
Ox0id® (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e Etest ESBL
Screen® (AB Biodisk, Solna, Suécia), apresentaram resul-
tados confiaveis. Na verdade, os testes utilizados apresen-
taram poucas discordancias. Caso somente ceftazidima e
aztreonam tivessem sido utilizadas no teste de triagem,
duas amostras para ceftazidima e quatro para aztreonam
nao teriam sido adequadamente categorizadas quanto a
produgdo de ESBL.

Os problemas encontrados com os substratos cefta-
zidima (97,3% de sensibilidade) e aztreonam (94,7% de

sensibilidade e 98,6% de especificidade) devem ser de-
correntes, possivelmente, da maior prevaléncia de enzimas
do grupo SHV e CTX. Porém estudos moleculares séo ne-
cessarios para identificacdo das ESBLs mais prevalentes no
Brasil (1, 20). Apesar da baixa especificidade relatada para
cefpodoxima em alguns estudos, ndo encontramos ne-
nhum resultado falso positivo com este mesmo substrato
(Tabelas 2 e 3).

O teste de adicdo de acido clavulanico comercializa-
do pela Oxo0id® (Basingstoke, Inglaterra) apresentou ex-
celente desempenho com 100% de sensibilidade e 100%
de especificidade. Cefotaxima e cefpodoxima apresen-
taram novamente desempenho melhor que a ceftazidima
como substrato. E importante ressaltar que duas amos-
tras ndo-detectadas pela ceftazidima neste teste foram
as mesmas que apresentaram testes de triagem e Etest
ESBL Screen® negativo para este mesmo substrato (Ta-
belas 2 e 3).

O Etest ESBL Screen® (AB Biodisk, Solna, Suécia) tam-
bém apresentou bom desempenho, com 96% de sensibi-
lidade e 100% de especificidade. Neste teste o substrato
que apresentou melhor desempenho na deteccdo da pro-
dugéo de ESBL foi mais uma vez a cefotaxima. E impor-
tante ressaltar que, caso os testes que apresentaram CIMs
acima da escala em ambas extremidades da fita fossem
considerados positivos, isto €, as cepas fossem considera-
das produtoras de ESBL, o Etest ESBL Screen® também
teria apresentado 100% de sensibilidade. Porém estas
amostras ndo podem ser consideradas produtoras de ESBL
porque outros mecanismos de resisténcia que podem néo
levar a resisténcia cruzada a todas cefalosporinas, mono-
bactamicos e penicilinas de amplo espectro poderiam cau-
sar elevacdo da CIM acima das escala em ambos os lados
da fita (17).

Quando comparados Etest ESBL Screen® e discos as-
sociados ao acido clavulanico (Oxoid, Basingstoke, Ingla-
terra) podemos verificar que, apesar de o disco ndo avali-
ar quantitativamente a inibicdo da enzima, o método
detectou todas as amostras produtoras de ESBL, incluindo
aquelas nao-detectadas pelo Etest ESBL Screen®. Este dado
€ muito importante, uma vez que os discos podem facil-
mente ser adicionados ao antibiograma na rotina labora-
torial sem acarretar grandes mudancas nesta rotina. Além
disso, trata-se de um método de féceis realizacéo e inter-
pretacdo e menor custo.

Trabalhos anteriores a comercializacdo dos discos de
acido clavulanico mostraram baixa especificidade deste
teste quando discos confeccionados in house eram utiliza-



Pereira et al. Avaliagdo da acuracia de testes laboratoriais para deteccéo de amostras de Klebsiella pneumoniae produtora de betalactamase de espectro estendido

dos (20). Por ser uma substancia altamente instavel, o
cuidado com a pronta realizacdo do teste apds a adicdo
do acido clavulanico e o correto armazenamento desta
substancia sao fatores determinantes para um bom de-
sempenho do teste.

Os resultados aqui apresentados sdo de extrema im-
portancia, uma vez que a deteccdo acurada e rapida de
amostras produtoras de ESBL em espécimes clinicos per-
mite uma melhor escolha terapéutica e dificulta, assim, a
disseminacdo deste tipo de resisténcia.
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