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As β-lactamases de espectro estendido (ESBL) são enzimas 
capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de primeira, 
segunda, terceira e quarta gerações e o monobactâmico 
aztreonam, mas não as cefamicinas e os carbapenens. Entretanto, 
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RESUMO

Neste estudo estimou-se a distribuição e prevalência de β-lactamases de espectro estendido pertencentes às famílias TEM, SHV e CTX-M entre amostras 
de Escherichia coli e Klebsiella spp.  no Hospital Universitário de Santa Maria, Rio Grande do Sul.  Durante 14 meses, 90 microrganismos foram 
selecionados como prováveis produtores de ESBL. Os isolados foram submetidos a testes fenotípicos confirmatórios para a presença de ESBL. A seguir, 
os tipos de ESBLs presentes em cada microrganismo foram determinados através da pesquisa dos respectivos genes através da reação em cadeia 
da polimerase. Empregando-se o método do disco combinado, a presença de ESBLs foi confirmada em 55 (61,1%) amostras; quando o método do 
duplo disco foi utilizado, 57 (63,3%) amostras foram produtoras de ESBLs. Com base na PCR, as  ESBLs do tipo TEM e SHV foram mais presentes 
em Klebsiella pneumoniae enquanto que ESBL do tipo CTX-M  foram mais presentes em  Klebsiella oxytoca.

Palavras-chaves: β-lactamases de espectro estendido. Escherichia coli. Klebsiella spp. Reação em cadeia da polimerase.

ABSTRACT

In this study, the distribution and prevalence of extended-spectrum β-lactamases belonging to the TEM, SHV and CTX-M families were estimated among 
samples of Escherichia coli and Klebsiella spp. at the university hospital of Santa Maria, Rio Grande do Sul. Over a 14-month period, 90 microorganisms 
were selected as likely ESBL producers. The isolates were subjected to confirmatory phenotype tests for the presence of ESBL. Through investigating 
the respective genes using the polymerase chain reaction, the ESBL types present in each microorganism were then determined. Fifty-five samples 
(61.1%) were confirmed as ESBL-positive by means of the combined disc method, and 57 (63.3%) were found to be ESBL producers by means of 
the double disc method. From the polymerase chain reaction, ESBLs of TEM and SHV types were more frequently present in Klebsiella pneumoniae, 
while ESBL of CTX-M type was more frequently present in Klebsiella oxytoca.

Key-words: extended-spectrum β-lactamases. Escherichia coli. Klebsiella spp. polymerase chain reaction.

são inibidas por inibidores de β-lactamases como ácido 
clavulânico, sulbactam e tazobactam. Esta propriedade é a base 
dos testes laboratoriais utilizados para a detecção in vitro dessas 
enzimas17 18. Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli são as 
espécies mais comumente relacionadas como produtoras de 
ESBLs8 17. 

A maioria das ESBLs evoluiu a partir de mutações genéticas 
em β-lactamases clássicas (TEM-1, TEM-2 e SHV-1), originando 
principalmente variedades de ESBLs dos tipos TEM e SHV17. 
Contudo, uma nova família de ESBLs, a CTX-M, emergiu nos 
últimos anos, principalmente em Escherichia coli, e tem se 
tornado uma das mais prevalentes famílias dessas enzimas em 
muitos países2 11 14 18 21.

A presença de ESBLs nos ambientes hospitalares e suas 
conseqüências nas estratégias de tratamento com antimicrobianos 
constitui um importante agravante para pacientes hospitalizados20. 
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O monitoramento da prevalência e dos tipos de ESBLs é 
fundamental para o melhor entendimento desse problema e para a 
definição de apropriadas opções terapêuticas12. No Brasil, embora 
isolados clínicos produtores de ESBL tenham sido ocasionalmente 
relatados,8 16 26 estudos com relação a prevalência das famílias de 
ESBL merecem ser abordados.

O teste fenotípico de disco-difusão é a principal metodologia 
utilizada atualmente nos laboratórios brasileiros para a detecção 
de ESBLs. Entretanto, a detecção baseada nestes testes já foi alvo 
de diversos estudos4 22 25 30 onde foi estabelecido que mecanismos 
adicionais de resistência (como b-lactamases do tipo AmpC) 
podem levar a resultados divergentes19 28 30.

Neste estudo, avaliou-se, através de dois testes confirmatórios 
fenotípicos e um molecular, a prevalência de ESBLs durante 
catorze meses em um hospital universitário de referência regional 
no centro do Estado do Rio Grande do Sul. Além disso, avaliou-
se a distribuição das ESBLs entre os isolados através da PCR. 
Também foi pesquisada a possível presença de outros mecanismos 
de resistência que possam prejudicar a detecção de ESBLs por 
métodos fenotípicos.

MATERIAL E MÉTODOS

Seleção dos microrganismos. Entre abril de 2007 e maio 
de 2008, foram selecionados 90 isolados clínicos consecutivos 
não-duplicados de Escherichia coli e Klebsiella spp provenientes 
de materiais biológicos diversos (ferida operatória, escara, 
urina, swab anal, secreção traqueal, escarro, etc) de pacientes 
internados no Hospital Universitário de Santa Maria (HUSM). 
Os microrganismos foram identificados através do sistema 
automatizado autoSCAN-4 (Dade Behring Inc, West Sacramento, 
CA, USA) de acordo com os critérios do CLSI6  para prováveis 
produtores de ESBLs e foram armazenados em glicerol a -20°C.

Testes fenotípicos confirmatórios para β-lactamases 
de espectro estendido. Teste do disco combinado: foram 
utilizados os seguintes discos: cefpodoxima (10μg), ceftazidima 
(30μg) e cefotaxima (30μg) isoladamente e em associação com 
ácido clavulânico (10μg) (Oxoid; Basingstoke, Ing). A produção 
de ESBL foi verificada pelo aumento (≥ 5mm) no diâmetro do 
halo de inibição dos discos contendo o antibiótico em combinação 
com o ácido clavulânico se comparados ao mesmo antibacteriano 
sem a presença deste inibidor.

Teste sinérgico do duplo disco: os mesmos discos de 
antibacterianos citados anteriormente (com exceção ao disco de 
ácido clavulânico) foram distribuídos a uma distância de 20mm 
de um disco contendo amoxicilina/ácido clavulânico (20/10μg) 
(Oxoid; Basingstoke, Ing). Qualquer aumento da zona de inibição 
de um dos antibióticos em direção ao disco de amoxicilina + 
ácido clavulânico era indicativo da produção de ESBL. Ambos 
os testes fenotípicos foram realizados em ágar Mueller-Hinton 
(Merck; Darmstadt, Germany) e interpretados de acordo com as 
recomendações do CLSI5 6 para testes de disco difusão em ágar.

Teste de susceptibilidade à cefoxitina. Os microrganismos 
que evidenciaram ausência de ESBLs em qualquer um dos 

métodos fenotípicos foram avaliados frente a cefoxitina (30μg) 
(Oxoid; Basingstoke, Ing). A resistência à cefoxitina está associada 
a presença de outros mecanismos de resistência que podem 
interferir na detecção de ESBLs pelos métodos fenotípicos28.

Caracterização molecular dos tipos de β-lactamases de 
espectro estendido. Extração de DNA: a extração do DNA foi 
realizada de acordo com a metodologia descrita por van Soolingen31. 
Na etapa inicial, com o objetivo de obter maior quantidade de DNA, 
cada microrganismo foi inoculado em 2mL de caldo BHI (Merck; 
Darmstadt, Germany) e incubado a 37°C por 24 horas. 

Reação em cadeia da polimerase: foi realizada para 
confirmar a presença dos genes codificadores de ESBLs dos tipos 
TEM, SHV e CTX-M em cada isolado. O par de primers 5’- ATG 
AGT ATT CAA CAT TTC CG -3’ e 5’- CTG ACA GTT ACC AAT GCT TA 
-3’23 foi utilizado para amplificação de uma sequência de 1.076 
pares de bases da família TEM. Para a família SVH foi utilizado 
o par de primers 5’- TTA GCG TTG CCA GTG CTC -3’ e 5’- GGG 
TTA TTC TTA TTT GTC GC -3’23 (930pb) e para a família CTX-M, 
5’- ACC GCG ATA TCG TTG GT -3’ e 5’- CGC TTT GCG ATG TGC AG 
-3’3 (550pb). Os primers foram comprados de Integrated DNA 
Technologies, Inc. (Coralville, USA). Todas as reações foram 
realizadas com 1µL do DNA de cada microrganismo, primers 
específicos, 1U de Taq DNA polimerase (Ludwig Biotec), tampão 
MgCl

2 
(Fermentas), dNTP (Ludwig Biotec) e água miliQ em 

um volume total de 25µL. As condições das reações incluíram 
5 min de desnaturação a 94°C (95°C para SHV e 7 min para 
CTX-M) seguidos de 35 ciclos (30 para TEM) de: desnaturação 
(94°C por 30s para TEM e 60s para CTX-M e 95°C por 45s para 
SHV), anelamento (58°C por 1 min para TEM, 59°C por 45s 
para SHV e 54°C por 45s para CTX-M) e extensão (72°C por 1 
min), finalizando com um período de extensão final de 72°C 
por 7 min. As amplificações foram realizadas no termociclador 
MJ96+/MJ96G (Biocycler).

Avaliação do padrão dos amplicons de DNA: o produto 
amplificado de cada reação foi submetido à eletroforese em 
gel agarose 1% (BioRad) com brometo de etídio (0,5µg/mL) 
durante 1 hora (6 volts/cm) e visualizado em UV (312nm) com 
auxílio do Transluminador Série-ECX (Vilber Lourmat) sendo 
foto documentado pelo sistema DP-001.FDC (Vilber Lourmat). 
Os microrganismos com genes para uma determinada família de 
ESBL evidenciaram o mesmo tamanho de DNA que a sequência 
iniciadora amplifica o que foi confirmado pelo controle positivo 
e pelo marcador de tamanho molecular (Figura 1).

Microrganismos controle: Klebsiella pneumoniae ATCC 
700603 (bla 

SHV-18
), Escherichia coli ATCC 25922 e Escherichia 

coli VA1341/03 (CTX-M-1)13.

RESULTADOS

Na triagem inicial, os 90 microrganismos selecionados como 
prováveis produtores de ESBL foram identificados como Klebsiella 
pneumoniae (no = 64), Escherichia coli (no = 22) e Klebsiella 
oxytoca (no = 4) correspondendo, respectivamente, a 71,1%, 
24,4% e 4,4% das amostras deste estudo.
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CP: controle positivo, CN: controle negativo, SD: sem DNA, M: marcador de tamanho 
molecular de DNA (PB-L Productos Bio-Lógicos) em pares de bases (pb).

Figura 1
Visualização do produto amplificado em gel de agarose. A: PCR com primers para 
ESBLs do tipo TEM, B: SHV, C: CTX-M.

Em relação ao desempenho dos testes fenotípicos 
confirmatórios, em 67,8% (61/90) das amostras selecionadas foi 
observado sinergismo entre o ácido clavulânico e pelo menos uma 
das cefalosporinas testadas pelos métodos fenotípicos utilizados. O 
teste sinérgico do duplo disco confirmou 57 (63,3%) isolados e o 

teste do disco combinado 55 (61,1%) dos microrganismos, como 
produtores de ESBLs (Tabela 1). Da mesma forma, analisando esses 
resultados divididos entre as espécies, estes testes confirmaram 46 
e 45 Klebsiella pneumoniae, 9 e 8 Escherichia coli e ambos 2 
Klebsiella oxytoca como microrganismos produtores de ESBLs, 
respectivamente, para duplo disco e disco combinado.

Com relação aos três substratos utilizados nos testes fenotípicos, 
houve diferenças em termos de sensibilidade de detecção quando 
cada substrato foi comparado com a detecção total do teste. A 
ceftazidima apresentou sensibilidade de 91,2% pelo duplo disco 
e 49,1% pelo disco combinado; cefpodoxima evidenciou 87,3% 
de sensibilidade pelo disco combinado e 63,2% pelo duplo disco. 
Já a cefotaxima demonstrou sensibilidades de 91,2% e 81,8% 
respectivamente, para duplo disco e disco combinado. 

Quando se avaliou a susceptibilidade a cefoxitina, entre as 39 
amostras testadas, 19 foram sensíveis, 16 resistentes e 4 foram 
consideradas intermediárias.

Os genes codificadores de ESBLs do tipo TEM foram 
detectados em 82,2% (no = 74) das amostras, os do tipo SHV em 
67,8% (no = 61) e, do tipo CTX-M em 21,1% (no = 19). Entre as 
espécies estudadas, Klebsiella pneumoniae foi a que evidenciou 
os maiores percentuais dos genes TEM (89,1%) e SHV (79,7%) 
enquanto em Klebsiella oxytoca o gene CTX-M foi detectado em 
50% das cepas. Apenas um isolado de Escherichia coli evidenciou 
genes codificadores da família CTX-M (Tabela 2).

Quanto a presença de mais de um tipo de ESBL em uma 
mesma amostra, 39 isolados possuíam genes dos tipos TEM e 
SHV, 3 possuíam genes dos tipos TEM e CTX-M, e em apenas 1 
isolado detectou-se a combinação dos genes SHV e CTX-M. Em 
12 isolados foram detectados genes codificadores para os três 
tipos de ESBLs.

A presença de genes codificadores de pelo menos uma das 
três famílias de ESBLs foi constatada em 93,3% (84/90) dos 
microrganismos selecionados assim distribuídos: Klebsiella 
oxytoca 100% (4/4); Klebsiella pneumoniae 96,9% (62/64) e 
Escherichia coli 81,8% (18/22) (Tabela 2).

Tabela 1
Comparação entre métodos fenotípicos para detecção de ESBLs destacando-se o desempenho individual de cada substrato.

	                                                                         Ceftazidima               Cefotaxima             Cefpodoxima                  Total

Metodologia	 no	 %	 no	 %	 no	 %	 no	 %

Duplo disco	 52	 91,2	 52	 91,2	 36	 63,2	 57	 100

Disco combinado	 27	 49,1	 45	 81,8	 48	 87,3	 55	 100

Total	 57	 93,4	 59	 96,7	 53	 86,9	 61	 100

Tabela 2
Detecção dos genes codificadores das principais famílias de ESBLs em Escherichia coli e Klebsiella spp através da reação de PCR.

Microrganismos				    TEM ou SHV	

	 TEM	 SHV	 CTX-M	 ou CTX-M	 Total

	 no	 %	 no	 %	 no	 %	 no	 %	 no	 %

Escherichia coli	 14	 63,6	 9	 40,9	 1	 4,5	 18	 81,8	 22	 100

Klebsiella pneumoniae	 57	 89,1	 51	 79,7	 16	 25	 62	 96,9	 64	 100

Klebsiella oxytoca	 3	 75	 1	 25	 2	 50	 4	 100	 4	 100

Total	 74	 82,2	 61	 67,8	 19	 21,1	 84	 93,3	 90	 100
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DISCUSSÃO

	

A prevalência de espécies bacterianas produtoras de ESBLs 
varia conforme o país ou região de abrangência do estudo, 
todavia, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli são as espécies  
mais frequentemente encontradas relacionadas a estas  
enzimas8 9 12 16 19 25 27. A espécie mais prevalente em nosso estudo 
e que apresentou maior quantidade de resultados positivos nos 
testes para a produção de ESBLs foi Klebsiella pneumoniae.

Os métodos do disco combinado e do duplo disco 
confirmaram a presença de ESBLs em respectivamente 61,1 
e 63,3% dos microrganismos selecionados (Tabela 2). No 
Brasil, Nogueira e cols16 confirmaram a presença de ESBLs pelo 
método do disco combinado em 78% de isolados da família 
Enterobacteriaceae previamente resistentes às cefalosporinas 
de terceira geração e ao aztreonam. No mesmo sentido, Freitas 
e cols8 utilizando o método do duplo disco obtiveram 26% de 
positividade avaliando amostras de Klebsiella spp e Escherichia 
coli previamente selecionadas como prováveis produtoras de 
ESBL. Em outros países a prevalência de ESBLs pelos métodos 
fenotípicos varia entre 20 a 67%1 10 15 25 29 30 32.

Embora os resultados referentes a detecção de ESBLs pelos dois 
métodos fenotípicos tenham apresentado resultados semelhantes 
(61,1 e 63,3%), nas 16 amostras com resultados discordantes 
foram evidenciadas diferenças entre as duas metodologias. A 
variação no desempenho de acordo com a distância entre os 
discos no método do duplo disco17 30 e o desempenho individual 
de cada substrato nos dois métodos são fatores que podem ter 
contribuído para essa discordância22 30.

Pelo método do duplo disco, ceftazidima e cefotaxima 
permitiram ótimos índices de detecção de ESBLs. Já no método 
do disco combinado, cefpodoxima e cefotaxima constituíram-
se em bons substratos, mas a ceftazidima evidenciou baixo 
rendimento (Tabela 2). Com base no método do disco 
combinado, alguns estudos confirmam o baixo desempenho 
da ceftazidima principalmente na presença de ESBLs do tipo 
CTX-M22 30. Contrariamente, Steward e cols28 relataram melhor 
desempenho da ceftazidima em relação à cefotaxima entre 
isolados de Klebsiella pneumoniae provenientes dos Estados 
Unidos. No Brasil, Nogueira e cols16 comparando substratos para 
a detecção de ESBLs relataram melhor desempenho da cefotaxima 
e menor eficiência da cefpodoxima e ceftazidima.

Na detecção molecular dos genes codificadores das enzimas 
ESBL, a técnica de PCR revelou genes de pelo menos uma das três 
famílias de ESBLs pesquisadas em 15 dos 16 isolados resistentes 
a cefoxitina. Tal achado é importante porque a resistência a 
cefoxitina foi correlacionada com a possível presença de outros 
mecanismos de resistência que podem prejudicar a detecção de 
ESBLs pelos métodos fenotípicos28.

Em concordância com outros estudos12 15 19 25 27 a grande 
maioria (82,2 e 67,8%) dos nossos isolados evidenciou genes 
codificadores para os tipos TEM e SHV de ESBLs. A frequência dos 
genes dos tipos TEM (82,2%), SHV (67,8%) e CTX-M (21,1%) foi 
similar a reportada por Mulvey e cols15 respectivamente, 77, 67,5 
e 28% em amostras de Eschericia coli e Klebsiella spp.

A alta prevalência de ESBLs do tipo CTX-M em Escherichia 
coli relatada em estudos internacionais mais recentes7 9 30, não 
foi constatada neste estudo: apenas um isolado de Escherichia 
coli evidenciou ESBL do tipo CTX-M. Galas e cols9 consideraram 
Escherichia coli armazenando ESBL do tipo CTX-M como 
a enterobactéria produtora de ESBL mais frequentemente 
encontrada na França.

Entre as 19 amostras CTX-M positivas, 14 apresentaram maior 
nível de resistência (menor diâmetro de halo) a cefotaxima do que 
a ceftazidima. Este achado confirma a afirmação de que a elevada 
resistência a cefotaxima e a menor resistência a ceftazidima estão 
associadas a presença de ESBLs do tipo CTX-M2 22 24.

A ocorrência de mais de um tipo de ESBL em um mesmo 
isolado é bastante comum, sendo a associação mais frequente 
a dos tipos TEM e SHV10 12 15 19 25 27 29. Em Escherichia coli e 
Klebsiella pneumoniae Jeong e cols10 encontraram 25 (4,9%) 
isolados produzindo essa combinação de ESBLs e Sanguinetti 
e cols25 reportaram 28 (5,5%), em espécies da família 
Enterobacteriaceae.

Neste estudo, os métodos fenotípicos constataram que 
67,8% dos isolados eram produtores de ESBLs, entretanto, 
pelo método molecular (PCR) este percentual foi de 93,3%; a 
comparação entre os métodos revelou pelo Teste para Proporções 
Populacionais p diferenças significativas (p<0,0001). Por outro 
lado, empregando-se o teste do qui-quadrado de Independência, 
demonstrou-se que as ESBLs dos tipos TEM e SHV (detecção 
molecular) estão associadas aos testes fenotípicos positivos 
(p<0,05). Contudo, ao analisarmos esses resultados devemos 
levar em conta a presença das β-lactamases TEM-1, TEM-2 e SHV-
1, também detectadas pelos primers utilizados neste estudo. Além 
disso, a presença de mecanismos adicionais de resistência, como 
enzimas do tipo AmpC19 30, mudanças nos poros e b-lactamases 
do tipo TEM e SHV com reduzida afinidade aos inibidores de 
b-lactamases, pode mascarar a inibição do ácido clavulânico 
resultando em resultados falsos negativos28.

Os métodos fenotípicos para a detecção de ESBLs não 
estão padronizados para todos os microrganismos capazes de 
armazenar estas enzimas e, clínica e epidemiologicamente, ainda 
não apresentam resultados ideais. As melhores alternativas são os 
métodos moleculares de detecção, mas estes, no entanto, ainda 
são financeiramente pouco viáveis. Estes fatores tornam a detecção 
da resistência mediada por ESBLs um importante desafio dos 
laboratórios de microbiologia dos hospitais brasileiros.
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