BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO AMPLIADO EM ISOLADOS URINÁRIOS DE ENTEROBACTERIACEAE DO AMBULATÓRIO

1.Introdução

Diversos mecanismos emergentes de resistência aos antimicrobianos foram recentemente descritos e alguns deles são de difícil detecção pelas metodologias laboratoriais de rotina. Embora exista uma grande variedade de mecanismos de resistência aos antibióticos β-lactâmicos, um dos mecanismos mais importantes é a produção de β-lactamases, que são enzimas capazes de hidrolisar o anel β-lactâmico de penicilinas, cefalosporinas e outros antimicrobianos relacionados, tornando-os inactivos. Entre estes, destaca-se a produção de β-lactamases de espectro ampliado principalmente em algumas espécies de bactérias de Gram negativo. A primeira referência à resistência antibiótica surgiu nos anos 40 com as penicilinas, tendo ressurgido com a descoberta de novos antibióticos nos anos 50 e 60. Actualmente, o mecanismo de resistência causa enormes problemas terapêuticos com implicações em saúde pública (Soares, 2001). 
As β-lactamases são produzidas por bactérias de Gram positivo e negativo. As bactérias de Gram negativo apresentam um número elevado de β-lactamases, sobretudo cromossómicas e plasmídicas. Há evidências de que as enzimas que inactivam os antibióticos β-lactâmicos eram produzidas pelas bactérias muito antes da introdução destes antibióticos no uso clínico. O uso generalizado e, às vezes, indiscriminado destes antimicrobianos certamente auxiliou na disseminação da resistência, mas não se pode responsabilizar a utilização clínica pelo aparecimento das β-lactamases (Barbosa et al; 1998). Em 1983 foram detectados na Alemanha (Frankfurt) os primeiros isolados clínicos de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli resistentes às cefalosporinas de terceira geração. Desde então, têm sido descritas em todo mundo numerosas enzimas dos tipos TEM e SHV com este fenótipo de resistência (Silva, 1999). 
Muitas bactérias apresentam também pequenas moléculas de ADN circular conhecidas como plasmídeos, que são independentes do ADN cromossómico e transportam genes que não são essenciais para a vida. Possuem a propriedade de serem facilmente transferidos de uma bactéria para outra (conjugação) facilitando a sua disseminação. Muitas vezes, os plasmídeos carregam genes que conferem à bactéria resistência a antibióticos; na maioria das vezes, contêm juntamente com o gene da β-lactamase, genes de resistência a outros antimicrobianos, limitando as opções terapêuticas (Mulvey et al., 2003). Essa é uma característica genética muito importante para a bactéria, pois permite sua sobrevivência mesmo na presença de uma substância nociva (Farah, 1997). 
As ESBL hidrolisam os oximinolactâmicos e os monobactâmicos, não hidrolisando, contudo os carbapenemos. A acção hidrolítica destas enzimas é bloqueada pelos inibidores de β-lactamases (ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam). Um dos principais problemas causados por estas enzimas é decorrente do facto da sua produção poder ser seleccionada durante a terapêutica antimicrobiana. Quando produzem estas enzimas, os organismos tornam-se altamente eficazes na inactivação de diversos antibióticos β-lactâmicos, podendo condicionar falência terapêutica. 
É de grande importância avaliar a frequência de bactérias produtoras de ESBL para que se possa estabelecer como rotina no laboratório de microbiologia clínica a inclusão dos antibióticos nos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos que auxiliem em tal identificação como ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima, cefpodoxima, aztreonamo, tobramicina, ciprofloxacina e os discos que possuem os inibidores associados como amoxicilina/ácido clavulânico. Esta detecção pode ajudar o Clínico, evitando ocorrência de falha terapêutica.

1.1. β-lactamases

As β-lactamases constituem um grupo heterogéneo de enzimas capazes de inactivar as penicilinas, cefalosporinas e por vezes os monobactâmicos. Estas enzimas são frequentemente produzidas por bactérias de Gram positivo e Gram negativo, aeróbias e anaeróbias, e lisam o anel β-lactâmico por hidroxilação irreversível da ligação amida, com inactivação do antibiótico. 
Embora o resultado final de sua acção seja o mesmo, a actividade enzimática é variável de acordo com o tipo de β-lactamase produzida e os diversos substratos existentes. Existe uma variação em especificidade de substrato entre as β-lactamases: algumas hidroxilam preferencialmente as penicilinas, outras têm afinidade para as cefalosporinas e algumas enzimas inactivam ambas as classes de antibióticos. 
Em alguns patogénicos, verifica-se a produção de diferentes tipos de β-lactamases, as bactérias podem produzir diferentes enzimas, ou uma única bactéria pode produzir mais de um tipo de enzima. A produção destas enzimas por determinadas bactérias explica a sobrevivência destas quando o antibiótico utilizado é um β-lactâmico. Além disso, pode interferir na sobrevivência de outros microrganismos, sensíveis ao antibiótico, quando o agente produtor faz parte de uma flora bacteriana mista. 
1.1.1.Classificação das β-lactamases
Em virtude do elevado número de β-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 específica para um dado substrato (CTX, CAZ), de acordo com as suas propriedades bioquímicas, 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 (Sousa, 2005; Livermore, 2003; Richmond et al., 1973). Em 1976, nova classificação, estudando o ponto isoeléctrico (pI) das β-lactamases, foi proposta por Sykes e Matthew.
Quadro I – Classificação das β-lactamases segundo Jack, Richmond e Sykes
	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


Adaptado de Sousa JC. Manual de Antibióticos Antibacterianos, p. 128, 2005.
Classificações baseadas na estrutura molecular foram primeiramente proposta por Ambler (1980) quando somente quatro β-lactamases tinham a sequência de aminoácidos conhecida; desta forma, as serino-β-lactamases, as metalo-β-lactamases, as β-lactamases cromossómicas e as oxacilinases fazem parte das Classes A, B, C e D, respectivamente (quadro II).
Quadro II – Agrupamentos das β-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
Em 1995, Bush-Jacoby-Medeiros apresentaram um novo esquema de classificação, no qual, dividiram as enzimas em 4 grandes grupos (1 – 4) e subgrupos (a – f) (Bush et al., 1995; Bush, 2001).
O grupo 1 é formado por cefalosporinases que não sofrem inibição pelo ácido clavulânico, também, pertencentes a classe molecular C. 
O grupo 2 são penicilinases, cefalosporinases ou ambas, que sofrem inibição pelo ácido clavulânico, também pertencentes às classes moleculares A e D. Nesta classe estão as primeiras β-lactamases isoladas (TEM-1 e SHV-1). Porém, por causa do numeroso aparecimento de ESBL mutantes, foram criadas duas sub-classes: 2a e 2b. A sub-classe 2a contém apenas penicilinases, enquanto a 2b contém ESBL de amplo espectro, e com a capacidade de inactivação tanto de penicilinases quanto de cefalosporinases na mesma proporção (Shah et al., 2004). Com o passar dos anos, surgiu a necessidade da criação de novos subgrupos, segregados do subgrupo 2b. Trata-se actualmente dos subgrupos 2be e 2br. No subgrupo 2be, a letra “e” significa amplo espectro de actividade e representa as β-lactamases capazes de inactivar as cefalosporinas de 3ª geração (ceftazidima, cefotaxima e cefpodoxima), assim como os monobactâmicos (aztreonamo). No subgrupo 2br, a letra “r” denota a reduzida ligação aos inibidores de beta-lactamases (ácido clavulânico e sulbactam); são também conhecidas como ESBL resistentes aos inibidores de β-lactamases (derivadas da TEM). Algumas ainda se mantêm susceptíveis ao tazobactam (Shah et al., 2004). Existe, ainda, o subgrupo 2c, o qual foi separado do subgrupo 2b, devido a estas enzimas inactivarem a carbenicilina, com maior afinidade do que a benzilpenicilina, e com pequeno efeito sobre a cloxacilina. O subgrupo 2d inactiva a cloxacilina com mais afinidade do que a benzilpenicilina, e com pequeno efeito sobre a carbenicilina, além de serem fracamente inibidas pelos inibidores de β-lactamases. O subgrupo 2e são cefalosporinases que podem também hidrolisar os monobactâmicos e são inibidas pelo ácido clavulânico. Além disso, o subgrupo 2f foi adicionado, devido a tratar-se de enzimas classificadas como serino-β-lactamases, em contraste as zinco-β-lactamases, incluídas no grupo 3.
O grupo 3 são enzimas que possuem no seu sítio activo a necessidade de Zinco (Zn) para exercerem seu efeito, por isso chamadas de zinco-β-lactamases ou simplesmente metalo-β-lactamases, e correspondem à classe molecular B. 
Finalmente existe o grupo 4, onde localizam-se as penicilinases que não são inibidas pelo ácido clavulânico, e ainda não possuem grupo molecular definido (Shah et al., 2004) (Tabela 1).

Tabela 1 - Esquema de Classificação Funcional e Estrutural proposto por Bush, Jacoby e Medeiros, 1995.
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      Classe            Classe           Inibido por                Substrato                      Enzimas

     Funcional      molecular                                          preferido                  representadas

                                               AC          EDTA


          1
                 C
           -   
-              Cefalosporinas             AmpC; MIR-1

         2a 
    A                 +             -                 Penicilinas         Penicilinases de Gram +

         2b 
    A
           +
-     
      Penicilinas;         TEM-1;TEM-2 E SHV-1           

  Cefalosporinas

        2be   
    A 
           +             -                Penicilinas;        TEM-3 a TEM-26, SHV-2 a

                                                                                Cefalosporinas      SHV-6, K1 de Klebsiella

  (largo-espectro);                 oxytica

 monobactâmicos                 
        2br 
    A 

±           -   
     Penicilinas         TEM-30 a TEM-36, TRC-1

         2c
    A

+           -
     Penicilinas, 
        PSE-1; PSE-3;PSE-4

 carbapenemos

        2d

    D 

±           -
    Penicilinas;          OXA-1 a OXA-11, PSE-2

    Cloxacilina 

        2e 
    A 

+           -
 Cefalosporinas        Cefalosporinase induzível 

                                                                                                                  de Proteus vulgaris

        2f 
                 A 

+           -
      Penicilinas;         NMC-A de Enterobacter

                                                                               Cefalosporinas;   cloacae, SMC-1 de Serratia

                                                                                Carbapenemos             marcescens

3      
     B

-            +         Todos β-lactâmicos    L1 de Xanthomonas                                                                                                                 






          maltofilia,CcrA de  
                                                                                                     Bacteroides  fragilis
                                                                                                                                                                 
          4

     ? 

-            ?              Penicilinas                 Penicilinases de      






                                   Burkholderia cepacea

Adaptado de BUSH, K.; JACOBI G.A.; MEDEIROS,A.A.. Antimicrobial Agents Chemother, v. 39, p.1211-1233, 1995.

NOTAS ESPECÌFICAS: AC= ácido Clavulânico; (+) inibida ; (-) não inibida; ( ±) pouco inibida.

Actualmente, na tentativa de tornar mais compreensível a classificação das β-lactamases vários “expert” da área sugeriram uma nova abordagem, em que as ESBL são referidas como ESBL A (Giské et al., 2008).
Quadro III - Proposta de classificação das ESBL do tipo A (ESBLA), ESBL miscelânea (ESBLM)
e ESBL com actividade hidrolítica contra carbapenemos (ESBLCARBA).  

	Tipo  de

β-lactamase 
	ESBLA 

ESBLA  Alta prevalência 

CTX-M

TEM-ESBL

SHV-ESBL

VEB

PER


ESBLA  Baixa prevalência

GES-1, -3, -7, -9

SFO-1

BES-1

BEL-1

TLA

IBC

CMTa


	ESBLM 

ESBLM-C (AmpC Plasmidicas)

CMY

FOX

MIR

MOX

DHA

LAT

BIL

ACT

ACC

ESBLM-D (OXA-ESBL)

grupo-OXA-10-

grupo-OXA-13

grupo-OXA-2

OXA-18

OXA-45
	ESBLCARBA 
ESBLCARBA-A

KPC

GES-2, -4, -5, -6, -8

NMC

SME

IMI-1, -2

ESBLCARBA-B (MBL)

IMP

VIM

SPM-1

GIM-1

SIM-1

AIM-1


ESBLCARBA-D (OXA carbapenemases)

grupo-OXA-23

grupo-OXA-24

OXA-48b

Grupo-OXA-58

	Definição 


	Resistência às cefalosporinas de largo espectro

e

Sinergismo com ácido clavulânico


	Resistência às cefalosporinas de largo espectro

e

Detecção fenótipa

(ESBLM-C )

ou

Detecção genótipa

(ESBLM-D )


	Resistência às cefalosporinas de largo espectro

e a pelo menos um carbapenemo

e

ESBLCARBA detectado com métodos fenótipicos e/ou

genotípicos 



1.1.2.Inibidores de β-lactamases
Os inibidores de β-lactamases são compostos que se assemelham o suficiente aos antibióticos β-lactâmicos para se unirem às β-lactamases, de forma reversível ou irreversível, para proteger os antibióticos da destruição. 
Os três inibidores de β-lactamases que têm sido aplicados na clínica são o ácido clavulânico, o sulbactam e o tazobactam. Possuem efeitos contra penicilinases produzidas por Staphylococcus e têm eficácia variável contra as enzimas cromossómicas ou plasmídicas das bactérias Gram negativas. O ácido clavulânico e o tazobactam são mais activos do que o sulbactam contra as β-lactamases de microrganismos de Gram negativo, inibindo as ESBL. 

1.1.3.Outras β-lactamases

β-lactamases resistentes ao inibidor (IRT β-lactamases)

Estas β-lactamases não são ESBL, mas por vezes são tidas como tal pois derivam das enzimas clássicas TEM e SHV. Estas β-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 (Barthélémy et al., 1985). Inicialmente foram apelidadas de IRT (β-lactamase TEM resistente ao inibidor). Posteriormente, procedeu-se à sua classificação numérica, e actualmente, existem numerosas IRT. Podendo ser encontradas, principalmente, em estirpes de E.coli, K. pneumoniae e K. oxytoca, P. mirabilis e Citrobacter freundii, foram detectadas pela primeira vez em França e noutros locais da Europa (Bret et al., 1996; Lemozy et al., 1995). Recentemente, foi descoberta uma enzima, TEM-50, que apresentava substituições aminoacídicas, comuns às TEM resistentes ao inibidor e às ESBL. 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 β-lactamases que apresentam características das ESBL e das enzimas resistentes ao inibidor (Bradford, 2001).

AmpC

A partir de finais dos anos 70, este tipo de β-lactamases emergiu como um dos mediadores da resistência dos bacilos de Gram negativo aos antimicrobianos. Estas enzimas apresentam-se como cefalosporinases capazes hidrolisar todos os β-lactâmicos e podem ser de dois tipos: de mediação plasmídica e cromossómica ou indutíveis. Podem ser expressas por vários microrganismos, nomeadamente, C. freundii, E. cloacae, M. morganii, S. marcescens, entre outros (Sousa, 2005; Bradford, 2001). A sua produção é fortemente induzida por β-lactâmicos, tais como, a cefoxitina e pelo imipenemo, mas fracamente induzida pelas cefalosporinas de terceira e quarta geração. Nos finais da década de 80, estes genes foram detectados em plasmídeos e foram transferidos para microrganismos que geralmente não expressavam β-lactamases cromossómicas, tais como estirpes de K. pneumoniae e E.coli, entre outras (Sousa, 2005; Hemalatha, 2007). Não existem normas padronizadas para a detecção destes mecanismos de resistência. No entanto, torna-se essencial a sua detecção paralela à detecção das ESBL, pois podem coexistir e mascarar-se umas às outras (Sousa, 2005; Bradford, 2001; Livermore, 2006; Hemalatha, 2007).
Carbapenemases

Estas enzimas constituem uma família muito versátil de β-lactamases, capazes de rivalizar em termos de espectro de acção com as outras β-lactamases. Apesar de conhecidas como carbapenemases, muitas destas enzimas apresentam acção hidrolítica sobre todos os β-lactâmicos, e na sua maioria são resistentes aos inibidores das β-lactamases. As primeiras carbapenemases descritas foram isoladas de bacilos de Gram positivo. Pertencem a duas grandes famílias moleculares que se distinguem entre si pelos diferentes mecanismos de hidrólise, que apresentam. Algumas 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 do anel β-lactâmico (Sousa, 2005; Bradford, 2001, Queenan et al., 2007). 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 β-lactamases cromossómicas específicas de determinadas espécies. No entanto, a descoberta das β-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 β-lactamases, tornou-se essencial conhecer os seus mecanismos de acção para implementar a antibioterapia mais eficaz para controlo da infecção (Queenan et al., 2007).
1.2.Beta-lactamases de espectro expandido (ESBL) 

O primeiro relato de bactérias produtoras de ESBL ocorreu em Frankfurt, na Alemanha em 1983, onde enzimas do tipo SHV foram isoladas de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (Knothe et al., 1983). A análise destas bactérias demonstrou posteriormente que a resistência devia-se à produção de uma β-lactamase plasmídica transferível, derivada de SHV-1, sendo denominada SHV-2 (Livermore, 1995). 
Em 1985 e no início da década de 90, ocorreu um primeiro surto hospitalar em França e depois nos EUA, respectivamente. Desde então, têm sido descritas em todo mundo numerosas enzimas dos tipos TEM e SHV com este fenótipo de resistência. Klebsiella spp e Escherichia coli são as principais espécies de bactérias produtoras de ESBL, porém já foram detectadas em diversas espécies de Enterobacteriaceae e em Pseudomonas aeruginosa. Actualmente são conhecidas mais de 370 variantes naturais de ESBL (Stürenburb et al., 2005; http://www.lahey.org/studies). As enterobactérias produtoras de ESBL têm sido isoladas com maior frequência em amostras procedentes de pacientes hospitalizados, porém também podem ser encontradas em amostras de origem comunitária. Estes isolamentos podem aparecer de forma esporádica, sem relação epidemiológica ou dar lugar a surtos nosocomiais. O tubo digestivo actua como reservatório potencial destes microrganismos multirresistentes. Além disso, é o habitat adequado para que a resistência se transmita a outras espécies bacterianas (Silva, 1999). 

Estas enzimas conferem resistência às cefalosporinas de amplo espectro, penicilinas e monobactâmicos (aztreonamo), mas não conferem resistência às cefamicinas e carbapenemos. Outra característica fenotípica importante destas enzimas é serem sensíveis à acção dos inibidores de β-lactamases, como sulbactam, ácido clavulânico e tazobactam. As bactérias produtoras de ESBL são geralmente multirresistentes devido ao facto da maioria dessas enzimas serem codificadas por genes localizados em plasmídeos, que geralmente transportam genes de resistência a outros antimicrobianos, tais como aminoglicosídeos, trimetroprim, sulfonamidas, tetraciclinas e cloranfenicol. 
1.2.1.Caracterização e tipos de ESBL

As ESBL “clássicas” são enzimas codificadas por plasmídeos, como as das famílias: TEM (Temoniera), SHV (Sulfidril Variável) e OXA (Oxacilina). Dentro destas maiores “famílias”, estão incluídas as duas primeiras variantes de β-lactamases identificadas (Sirot et al., 1987; Sougakoff et al., 1988). Embora estas variantes ainda se mantenham, nos dias actuais, como as mais isoladas, nos últimos anos houve uma explosão no aparecimento de outras ESBL (famílias CTX-M, PER, VEB, GES, TLA e BES) (Quadro IV). Como resultado disso, mais de 370 variantes naturais de ESBL diferentes são conhecidas actualmente (Stürenburb et al., 2005). Estas enzimas pertencem filogeneticamente à classe de β-lactamases denominadas serino-β-lactamases que, juntamente com as metalo β-lactamases, formam os dois grandes grupos de enzimas que possuem a capacidade de degradar antibióticos β-lactâmicos (Shah et al., 2004). A evolução das ESBL (serina proteases) é tão grande que foi criado um Web site (http://www.lahey.org/studies), com o objectivo de tentar manter uma certa ordem no que diz respeito à nomenclatura a ser utilizada nas novas descobertas. 
Quadro IV - Diferentes grupos de β-lactamases de espectro expandido de acordo com a origem
	ESBL
	β-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


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

Entre as bactérias de Gram negativo a TEM-1, que confere resistência às penicilinas e as cefalosporinas de primeira geração, é a β-lactamase mais frequentemente encontrada auferindo mais de 90% das resistências, em estirpes de E.coli. A substituição de um único aminoácido na β-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 β-lactamase do tipo TEM que apresentou o fenótipo ESBL (Bradford, 2001).

Actualmente existem aproximadamente mais de cento e sessenta mutações da TEM original e algumas destas β-lactamases são enzimas resistentes ao inibidor (IRT), mas a sua maioria são ESBL (Barthélémy et al., 1985; Bret et al., 1996; Lemozy et al., 1995, http://www.lahey.org/studies). As substituições de aminoácidos ocorrem entre as enzimas TEM em número limitado de posições e as combinações destas mudanças de aminoácidos resultam em várias alterações na hidrólise de oximinocefalosporinas específicas (ex. cefotaxima e ceftazidima), ou alterações dos pontos isoeléctricos (Sousa, 2005; Nogueira, 2005). 

Segundo estudos realizados, as ESBL do tipo TEM, que ocorrem naturalmente, resultam mais das oscilações da pressão selectiva dos vários β-lactâmicos numa dada instituição do que da acção de um único agente (Nogueira, 2005). Apesar da maior frequência de β-lactamases TEM se verificar em estirpes de E.coli e K. pneumoniae, também são encontradas, cada vez com maior frequência, noutras espécies de bactérias de Gram negativo (Sousa, 2005; Júnior, 2004; Paterson, 2005; Dalmarco, 2006).

Tipo SHV

Esta β-lactamase SHV-1 é mais frequentemente isolada de estirpes de K. pneumoniae e é responsável, nestas espécies, por mais de 20% das resistências à ampicilina mediadas por plasmídeos (Nogueira, 2005, Bradford, 2001). 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 (Bradford, 2001). 

Ao contrário dos tipos TEM, há relativamente poucas derivadas das SHV-1. 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 β-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 (Bradford, 2001). Actualmente, a maior parte dos mutantes SHV, são ESBL. 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 (Nogueira, 2005, Bradford, 2001). 

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 (Júnior, 2004, Dalmarco, 2006).
Tipo CTX-M

Esta família de ESBL plasmídicas, CTX-M, é mais frequente entre isolados de Salmonella entérica e E.coli, mas também, em espécies de Enterobacteriaceae e apresenta preferência hidrolítica para a cefotaxima. Estas enzimas apresentam só 40% de similaridade com as β-lactamases TEM e SHV (Bradford, 2001, Bradford, 2001; Nogueira, 2005). 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 (Bradford, 2001). 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 última terá surgido desta espécie. Um estudo filogenético da família das β-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 (Nogueira, 2005; Bradford, 2001). 

Estudos realizados revelaram que as β-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 em que 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 β-lactamases do tipo CTX-M (Bradford, 2001). Para além da eficaz hidrólise da cefotaxima, outra característica destas enzimas relaciona-se com a sua melhor inibição pelo tazobactam. 
Estirpes expressando β-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 (Bradford, 2001; Machado et al., 2004). Alguns estudos focam casos do oeste da Europa, mas estes vieram a revelar pertencer a doentes emigrantes provenientes do leste da Europa (Bradford, 2001). No entanto, Sabeté et al. (Sabaté et al., 2000) concluíram através de um estudo realizado em Espanha, que 23 amostras de E.coli e K. pneumoniae expressavam a β-lactamase CTX-M-9, sugerindo este facto a existência de focos endémicos desta enzima no oeste da Europa. Entretanto, a β-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 (Doucet-Populaire et al., 2000). Actualmente a CTX-M-15 é preocupante na comunidade (Machado et al, 2004; Canton et al, 2006; Coque e Canton, 2006).

Tipo OXA

A família constituída pelas enzimas do tipo OXA encontra-se em franco crescimento e difere dos tipos SHV e TEM, pois é característica da classe D de Ambler e do grupo 2d, de Bush. Conferem resistência 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 β-lactamases que apresenta um perfil hidrolítico específico, a família OXA foi originalmente criada mais como um fenótipo do que um grupo genotípico (Bradford, 2001). Enquanto a maioria das ESBL foram encontradas em estirpes de E.coli, K. pneumoniae e outras Enterobacteriaceae, as ESBL do tipo OXA foram, principalmente, isoladas em P.aeruginosa.
Este tipo de ESBL, 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 (Hall et al., 1983). Por sua vez, o tipo OXA-17 confere resistência à cefotaxima e à ceftriaxona, mas não apresenta o mesmo efeito sobre a ceftazidima (Danel et al, 1999). Com a excepção da OXA-18, as enzimas OXA clássicas, são fracamente inibidas pelo ácido clavulânico (Philippon et al, 1997). 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 (Vila, 1994). 

Para além das ESBL do tipo OXA, foram descritas algumas derivantes OXA, que não são ESBL. A maior parte dos novos membros desta família foram isolados em bactérias na Turquia e em França (Afazal-Shah et al, 2001; Naas et al, 1998; Nordmann et al, 2000).
Outros tipos de ESBL
Enquanto a maioria das ESBL deriva das β-lactamases TEM ou SHV, e outras podem ser agrupadas numa das novas famílias de ESBL, algumas foram descritas e caracterizadas, uma vez que não podiam pertencer a nenhuma das famílias já conhecidas (quadro IV).

A β-lactamase PER-1 foi descoberta em estirpes de P. aeruginosa, isoladas de doentes turcos e, posteriormente foi também isolada em estirpes de S. entérica serovar Typhimurium e A. baumannii (Vohaboglu et al., 1996; Nordmann et al., 2000). Esta β-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 múltiplos isolados nosocomiais de S. enterica serovar Typhimurium, sugerindo que as estirpes adquirem resistência mediada por plasmídeos, em ambiente hospitalar (Vohaboglu et al., 1995; Vohaboglu et al., 1997).

Uma enzima relacionada, PER-2, apresentando 86% de homologia com a PER-1, foi posteriormente isolada em 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 (Bauernfeind et al., 1996).

Uma outra enzima de certo modo relacionada com PER-1 é a β-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 (Bradford, 2001).

Por seu lado, a β-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 (Bradford, 2001; Silva et al., 2000). 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 (Bradford, 2001). 
Um outro tipo pouco habitual, SFO-1, altamente relacionado com a β-lactamase de classe A de Serratia fonticola, é uma β-lactamase transmissível que pode ser induzida a produzir níveis elevados de β-lactamases, pelo imipenemo. Os plasmídeos que transportam o gene que codifica a β-lactamase SFO-1, também transportam o gene regulatório ampR, que é fundamental na indução das β-lactamases da classe C. No entanto, ao contrário destas, a SFO-1 não consegue hidrolisar as cefamicinas e é francamente inibida pelo ácido clavulânico (Matsumoto et al., 2000).

A enzima GES-1, é outra ESBL pouco comum, que não estando relacionada com as outras β-lactamases plasmídicas, apresenta 36% de homologia a uma carbanecilinase do P. mirabilis (Poirel et al., 2000).

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 ESBL da classe A, se encontram muito mais próximas e relacionadas do que qualquer uma das enzimas OXA, da classe D (Sousa, 2005; Bradford, 2001).
1.2.2.Esquema de Classificação
A relação fundamental entre as enzimas ESBL foi melhor reflectida pelo esquema de classificação de Ambler, que é baseada na similaridade entre as sequências de aminoácidos (Ambler et al., 1991). Outro esquema de classificação utilizado é o modelo descrito por Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995; Bush, 2001). Actualmente o mais reconhecido é o sugerido por Giské (Giské et al., 2008).

Segundo o esquema de Ambler, as ESBL podem ser divididas em 4 classes evolutivas distintas (A, B, C e D). As β-lactamases SHV e TEM são pertencentes à classe A, que possuem uma serina como seu principal resíduo catalítico, localizada no seu sítio activo. Além disso, estas penicilinases e cefalosporinases usualmente encontradas em plasmídeos ou transposões. Já as OXA derivadas são ESBL pertencentes a classe D (oxacilinases). O esquema de Bush classifica as ESBL segundo o perfil do substrato, características físicas como peso molecular e ponto isoeléctrico (Bush et al., 1995; BUSH, 2001). No esquema funcional de Bush, as ESBL são divididas em dois sub-grupos: 2be (principalmente TEM e SHV) e 2d (OXA). Em geral, os dois sub-grupos são inibidos pelo ácido clavulânico (Bush et al., 1995).


Recentemente uma nova classificação sugerida por Giské (Giské et al., 2008), alargou a definição de ESBL a outras importantes β-lactamases adquiridas com actividade hidrolítica contra cefalosporinas de espectro alargado e/ou carbapenemos. Nesta nova classificação as clássicas ESBL do grupo A foram designadas de ESBLA, AmpC e ESBL-OXA pertencem ambas ESBL miscelânea (ESBLM), e por fim as carbapenemases foram designadas por ESBLCARBA (Quadro III) Esta classificação tem como propósito simplificar e dinamizar novos grupos de profissionais de saúde na prevenção e combate das ESBL.

1.2.3.Característica de susceptibilidade das ESBL

As ESBL distinguem-se entre si (mesma família) por substituições na sequência de aminoácidos (de 1 a 7), os quais alteram configurações e propriedades do seu local activo. As substituições mais importantes são as mutações que conferem espectro alargado a estas enzimas (Ex: posição 164 de Ambler nas TEM, 179 nas SHV e 238 em ambas), que ampliam seu local activo, o qual produz espaço suficiente para interacção entre a enzima e os antibióticos β-lactâmicos de amplo espectro portadores de grandes cadeias oximino; como resultado, esta modificação faz com que estas enzimas sejam capazes de hidrolisar antibióticos β-lactâmicos como a: ceftazidima, cefotaxima, cefuroxima e aztreonamo. Em contraste como suas “parentes” próximas (TEM-1, TEM-2 e SHV-1), que reconhecem os antibióticos β-lactâmicos de amplo espectro como substrato, muito fracamente (Knox, 1995).
1.2.4.Factores de Risco de colonização e infecção por microrganismos produtores de ESBL
Não existe unanimidade quanto aos factores de risco de colonização e infecção por microrganismos produtores de ESBL. Apesar disso, algumas generalizações podem ser feitas. 

O principal factor de risco do doente é a longa permanência em hospitais, principalmente em Unidades de Cuidados Intensivos, alas cirúrgicas, pediatria e alas de pacientes crónicos (Bradford, 2001; Peña et al., 2001; Wu et al., 2003; Hernandez et al., 2003; Champs et al., 2000; Sherabi et al. 2000; Bertrand, et al., 2003). São factores também importantes a severidade da doença, neutropenia (Jones et al., 2003), exposição a procedimentos invasivos como entubação e ventilação mecânica, cateter arterial e sonda urinária (Bradford, 2001; Silva et al., 2001; Peña et al., 2001). 

É importante ressaltar que, apesar de até há pouco tempo se considerar que os microrganismos produtores de ESBL eram problemas quase exclusivamente hospitalares, um estudo realizado em hospitais espanhóis mostrou que 51% das estirpes de Escherichia coli ESBL positivos foram isoladas de amostras extra-hospitalares, principalmente de urina (Hernandez et al., 2003). Os factores de risco associados a infecções comunitárias por ESBL são diabetes mellitus, as infecções urinárias recorrentes, a hospitalização prévia, o uso prévio de antimicrobianos (cefalosporinas, penicilinas ou quinolonas) e a idade avançada (Rodrigues-Bano et al., 2004; Colodner et al., 2004). Além disso, há relatos de estirpes produtoras de ESBL em pessoas que moram em residências geriátricas (Wiener et al., 1999) que parecem funcionar como um importante reservatório (Rahal, 2000). A causa deste súbito aumento das infecções adquiridas na comunidade por microrganismos produtores de ESBL, 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 (Paterson et al., 2005; Bradford, 2001).
1.2.5.Co-existência com outras β-lactamases
Nos últimos tempos têm sido referidos surtos causados por microrganismos produtores de múltiplas β-lactamases. A combinação de enzimas não-ESBL da classe A e enzimas do tipo AmpC com ESBL, pode ser encontrada com frequência em enterobactérias. Os microrganismos contendo essas combinações podem ser resistentes aos inibidores de β-lactamases, cefamicinas e até carbapenemos (Bradford, 2001).

A ocorrência de ESBL em enterobactérias que possuem β-lactamases do grupo 1 (AmpC) vem aumentando no mundo, particularmente em Enterobacter spp. Nestas espécies, a detecção de isolados produtores de ESBL por métodos baseados nos efeitos inibitórios do ácido clavulânico pode ser difícil. Isso ocorre devido à superprodução da enzima AmpC, que é fortemente induzida por ácido clavulânico, sobre o fenótipo de ESBL, que é inibido por ele. Porém, a detecção de ESBL em produtores de AmpC é importante para excluir a possibilidade do tratamento com cefalosporinas de quarta geração que é eficiente para os produtores de AmpC (Coudron et al., 2003).
1.2.6.Associação de Resistência a outros Antimicrobianos

Além da associação com outras das β-lactamases existe uma associação de ESBL e genes de resistência à ciprofloxacina (Pagani et al., 2003; Peña et al., 2001; Bertrand, et al., 2003; Jones et al., 2003); à gentamicina (Peña et al., 2001; Pagani et al., 2003; Szabo et al., 1999; Daoud e Hakime, 2003; Corkill et al., 2001; Galani et al., 2002), ao trimetoprim (Champs et al., 2000; Galani et al., 2002; Winokur et al., 2000; Szabo et al., 1999); à piperacilina-tazobactam e a outras combinações com inibidores (Jones et al., 2003; Daoud e Hakime, 2003).

1.2.7.Significado clínico da detecção de ESBL

A maioria dos β-lactâmicos não é eficaz no tratamento de infecção por microrganismos produtores de ESBL (Livermore et al., 2006; Bradford, 2001). Por isso, o CLSI recomenda que um microrganismo produtor de ESBL seja reportado como resistente a todos os β-lactâmicos de espectro alargado, à excepção dos carbapenemos, independentemente dos resultados obtidos nos testes susceptibilidade (CLSI, 2007). Esta circunstância deve-se ao facto de que enquanto algumas estirpes apresentam total resistência aos β-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 ESBL. Torna-se igualmente importante que laboratorialmente sejam implementados um ou mais métodos para detectar a presença de ESBL nestas estirpes (Júnior, 2004; Paterson et al., 2005; Dalmarco et al., 2006; Bradford, 2001). 

Um sinergismo entre β-lactamases de amplo espectro e mutações em porinas de membrana, pode elevar o nível de resistência aos β-lactâmicos, ocorrendo inclusivé resistência às cefalosporinas de quarta geração, como cefepime. O uso das cefalosporinas de quarta geração no tratamento de infecções causadas por bactérias produtoras de ESBL, também não é recomendado pelo facto de geralmente apresentarem susceptibilidade in vitro, mas no entanto, poder haver falência no tratamento devido a grande quantidade de ESBL no local de infecção devido a fenómenos de inóculo (Tzouvelekis et al., 1998).

1.2.8.Terapêutica da infecção por microrganismos produtores de ESBL
A escolha mais adequada para o tratamento das infecções provocadas por microrganismos produtores de ESBL depende de vários factores, nomeadamente, a sua susceptibilidade in vitro, os resultados do seu efeito em animais de experiência, de estudos observacionais acerca da aplicação dos antimicrobianos e a subanálise de grupos randomizados (Livermore et al., 2006). 

Existe a possibilidade de tratamento com recurso às cefamicinas que são geralmente efectivos contra as enterobactérias produtoras de ESBL. Porém encontra-se descrito que após tratamentos prolongados a Klebsiella pneumoniae, pode adquirir resistência a esta classe de antimicrobianos devido a alteração de permeabilidade da membrana externa (Pangon et al., 1989; Martinez-Martinez et al., 1996). 
Por outro lado, se a bactéria estudada lhes for susceptível, o tratamento também pode ser feito com recurso aos aminoglicosídeos. Porém, devido à transmissão dos genes que codificam as ESBL se fazer por plasmídeos, existe a possibilidade de ocorrer co-resistência. Já muitos microrganismos produtores de ESBL apresentam também resistência a este grupo de antimicrobianos, principalmente à gentamicina (Oteo et al., 2002).
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. Apesar de já terem sido descritos mecanismos de resistência aos carbapenemos, pela produção de carbapenemases ou por perda de proteínas da membrana externa (Dalmarco et al., 2006; Vercauteren et al., 1997), estes fármacos apresentam ainda estabilidade elevada à actividade hidrolítica das ESBL, apresentam boa penetração através da membrana externa bacteriana e a sua acção é eficaz quer in vitro quer in vivo (Dalmarco, 2006).
A utilização de β-lactâmicos em associação com inibidores de β-lactamases, inicialmente, foi considerado o tratamento de escolha, embora não se tenha demorado muito a verificar a sua ineficácia in vivo (French et al., 1996). Inicialmente, foi verificado que estes fármacos estão também sujeitos ao aumento da concentração mínima inibitória (CMI), com o aumento do inóculo bacteriano (Caron et al., 1990), além disso, pode haver perda de porinas na membrana externa bacteriana, o que leva também à redução na actividade inibitória destes fármacos (Rice et al., 1993), bem como associação com outras β-lactamases inibidas pelo ácido clavulânico no mesmo isolado como por exemplo TEM-1.
Outra opção seria a utilização de fluoroquinolonas, já que inicialmente se achava que a sua resistência era somente codificada por via cromossómica. Porém a maioria das bactérias produtoras de ESBL, apresenta resistência às quinolonas (ex. CTX-M-15 + aac (6')-Ib-cr) (Machado et al., 2006) que poderá ser mediada por plasmídeos (Martinez-Martinez et al., 1998).

1.3.Genética Bacteriana

As bactérias possuem um único cromossoma circular, disperso pelo citoplasma, composto de ADN (cadeia dupla) que contém a quase totalidade das informações, incluindo as indispensáveis à vida da célula (Bradford et al., 1995). Os plasmídeos replicam-se independentemente do cromossoma, transportam genes que não são essenciais para a vida das bactérias e podem ser transferidos, por conjugação, de uma bactéria para outra. A transferência de fragmentos de ADN cromossómico e plasmídico é comum nos procariotas, sendo uma das causas da notável diversidade genética observada nas bactérias (Arakawa et al., 2000). O problema de resistência agrava-se quando ocorre a transferência de plasmídeos entre células bacterianas de uma mesma população e entre as bactérias de diferentes géneros (Bush, 2001). Muitas vezes transportam genes que conferem à bactéria resistência aos antibióticos, como por exemplo o gene que codifica ESBL (Bell et al., 2002).
Uma consequência dos eventos genéticos ligados à transferência plasmídica tem sido observada na rápida propagação de resistência a antibióticos transmitida por plasmídeos em populações bacterianas após uso indiscriminado dos antibióticos em ambientes comunitários e hospitalares. As bactérias podem transferir material genético de uma para outra por meio de quatro mecanismos: conjugação, transformação, transdução e transposição (Tavares, 2001). 
A conjugação é um processo de transferência de genes que requer o contacto célula-célula, diferindo dos demais processos; na transformação ocorre captação de ADN solúvel no meio, na transdução ocorre transferência genética com auxílio dos bacteriófagos e na transposição, os genes são transferidos dentro de uma mesma célula por intermédio dos transposões (ADN). Estes segmentos podem "saltar" ou autotransferirem-se de uma molécula de ADN (plasmídeo, cromossoma) para outra (plasmídeo, cromossoma, fago), (Trabulsi et al., 1996; Pelczar et al., 1996).
1.4.Métodos de Detecção de ESBL

O aumento da prevalência de produtores de ESBL entre as enterobactérias, a disseminação inter e intra-hospitalar dessas enzimas e a possibilidade de o doente receber terapia inadequada, criaram uma grande necessidade de métodos laboratoriais para identificar a presença dessas enzimas em isolados clínicos. 
A detecção laboratorial destas enzimas é ambígua e problemática dado que estas podem apresentar baixo nível de expressão e adicionalmente, podem estar associados outros mecanismos de resistência (AmpC e alteração de porinas), camuflando a sua presença (Machanda et al., 2005).
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 ESBL são comuns a todos os métodos e incluem a determinação da redução de susceptibilidade, com testes de triagem com cefalosporinas, para a identificação de isolados potencialmente portadores de ESBL. Paralelamente, o estudo da presença de sinergismo entre as oximinocefalosporinas e o ácido clavulânico, permite distinguir entre isolados portadores de ESBL (sinergismo positivo) daqueles que apresentam resistência por outras razões (sinergismo negativo) (Livermore, 2006). Segundo o CLSI 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 ESBL (Júnior et al., 2004; Paterson et al., 2005; Bradford, 2001, NCCLS, 2004). Diferenças na sensibilidade das diversas cefalosporinas na detecção de ESBL podem ocorrer em regiões diferentes, devido ao tipo de enzima predominante. Isso demonstra a importância de se adaptar os testes de detecção de ESBL para as áreas geográficas, hospitais e géneros bacterianos particulares (Navon-Venezia et al., 2003). A falência dos testes de sensibilidade realizados por CMI ou Disco-Difusão na detecção de ESBL, em amostras de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, tem sido documentada. Por esse motivo, vários métodos mais sensíveis e específicos vêm sendo sugeridos (Bradford, 2001).
Tabela 2 - Breakpoints para método de difusão a partir de discos e MIC indicativos da produção de ESBL segundo o CLSI.

	Antimicrobiano
	Disco-difusão (mm)  
	MIC ((g/mL)

	Cefpodoxima
	( 22   
	( 2 

	Ceftazidima
	( 22 
	( 2

	Aztreonamo
	( 27 
	( 2

	Cefotaxima
	( 27 
	( 2

	Ceftriaxona
	( 25 
	( 2


1.4.1.Testes de Screening

Quanto maior for o número de cefalosporinas testadas, maior a sensibilidade na detecção de resistência (Júnior et al., 2004; Livermore et al., 2006; Paterson et al., 2005; Bradford, 2001). 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 degradado pelas enzimas CTX-M e de CAZ, excelente substrato para as variantes TEM e SHV (Livermore et al., 2006).
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 ESBL lhe são sensíveis, enquanto as que expressam uma β-lactamase plasmídica do tipo AmpC lhe são resistentes (Bradford, 2001).
1.4.2.Testes confirmatórios

Os testes confirmatórios para a presença de ESBL 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 (Livermore et al., 2006; Bradford, 2001; NCCLS, 2004).
Muitos dos testes propostos para detecção de ESBL são baseados na metodologia de Difusão por disco ou Kirby-Bauer. Um dos primeiros descritos foi o Teste de DDST (Jarlier, 1988). Alguns anos depois, o Teste Tridimensional foi proposto por Thomsom e Sanders (1992). O Teste de Adição do Ácido Clavulânico, realizado com discos, tiras de E-test® e métodos de diluição manuais ou automatizados como o Vitek® e Microscan®, têm sido amplamente utilizados.

1.4.2.1.Teste de Duplo-Disco ou Disco-Aproximação - Double Disk Synergy Test
Neste teste uma suspensão bacteriana do microrganismo suspeito é inoculada numa placa de agar Mueller-Hinton e os discos das oximinocefalosporinas como ceftazidima, cefuroxima, cefotaxima e aztreonamo são posicionados a 30 mm do disco de associação de amoxicilina+ácido clavulânico, 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 (Bradford, 2001). No entanto, em algumas amostras, o espaço de 30 mm pode não ser adequado para o teste. Desta maneira, o teste deverá ser repetido, utilizando distâncias mais apropriadas. A grande vantagem deste teste encontra-se na simplicidade da sua execução. No entanto, a sua interpretação é subjectiva e requer experiência por parte do técnico que o realiza. 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 (Livermore, 2001). 
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.

1.4.2.2.Teste de Adição de Ácido Clavulânico

Este método consiste em adicionar inibidores de β-lactâmicos, preferencialmente ácido clavulânico, às oximinocefalosporinas. Utilizando discos combinados (30 μg de cefpodoxima, ceftazidima ou cefotaxima versus 30 μg de cefpodoxima, ceftazidima ou cefotaxima mais 10 μg de ácido clavulânico) um aumento do diâmetro dos halos de inibição ≥ 5 mm com inibidor, em comparação com os halos dos discos sem adição de ácido clavulânico, comprova presuntivamente a produção de ESBL.

Comparando, por testes de diluição, as CMI das cefalosporinas sem e com 2 μg de ácido clavulânico, a produção de ESBL é indicada por uma diminuição ≥3 diluições na presença do ácido clavulânico (este, comprova presuntivamente a produção de ESBL) (Bradford, 2001; Nogueira, 2005).
1.4.2.3.Teste Tridimensional
Este teste é uma modificação do Teste de Disco-Difusão, com um passo adicional que envolve a aplicação de um inóculo bacteriano padrão numa fenda circular no agar, localizado a 3 mm do local de aplicação dos discos em direcção ao interior da placa. 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 ESBL (Bradford, 2001). 

1.4.2.4.Métodos Automatizados
Entre os métodos automatizados o Vitek® (bioMérieux Vitek, EUA) é o mais utilizado. O cartão apresenta os antimicrobianos ceftazidima e cefotaxima sozinhos na concentração de 0,5 μg/mL e associados ao ácido clavulânico na concentração de 4 μg/mL. A redução no crescimento da amostra bacteriana na cavidade que contém a associação do β-lactâmico, com o inibidor de β-lactamases, quando comparado com o nível de crescimento da cavidade que contém somente o β-lactâmico, é indicativa da presença de ESBL (Sanders et al., 1996).
Os vários métodos para detecção de ESBL podem falhar na presença de outros mecanismos de resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos. A diminuição na permeabilidade da bactéria aos antimicrobianos e a produção de outras β-lactamases, em especial as cromossómicas indutíveis presentes em várias espécies, podem mascarar a presença de ESBL (Varela et al., 2001; Schwaber et al., 2004; Tenover et al., 1999; Thomson, 2001; Galdbart et al., 2000). Além disso, outras β-lactamases podem apresentar o mesmo efeito com ácido clavulânico e serem confundidas com ESBL, como algumas β-lactamases cromossómicas (por exemplo, em Klebsiella oxytoca e Proteus vulgaris) ou plasmídicas (grupo 2f de Serratia marcescens e Enterobacter cloacae) que, quando produzidas em maiores concentrações, podem ser capazes de reduzir a susceptibilidade às cefalosporinas de terceira geração e ao aztreonamo (Schwaber et al., 2004; Bush et al., 1995; Livermore, 2001). A enzima K1 de K. oxytoca pode ser diferenciada por não conferir resistência a ceftazidima, diferente da maioria das ESBL. Além disso, a resistência às cefalosporinas de terceira geração só ocorre quando a enzima está presente em altas concentrações, não sendo o ácido clavulânico, presente nos testes utilizados, suficientes para inibi-la de forma eficaz. A enzima cromossómica de P. vulgaris pertence a classe molecular A, e quando produzida em grande quantidade, pode também conferir resistência às cefalosporinas de terceira geração, mas não ao aztreonamo, ao contrário das ESBL. As enzimas pertencentes ao grupo 2f encontradas em E. cloacae e S. marcescens são enzimas capazes de degradar penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos (Bush et al., 1995; Livermore, 1995; Bush, 2001).

O CLSI recomenda que os produtores de ESBL sejam reportados como resistentes a todas as penicilinas, cefalosporinas e aztreonamo, mesmo que se mostrem sensíveis a esses antimicrobianos nos testes convencionais. Os padrões do CLSI referem-se especificamente a Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e Escherichia coli, que são os principais produtores e ao Proteus mirabilis, incluído recentemente devido ao aumento da incidência nessa espécie. No entanto, ESBL têm sido encontradas em muitos outras espécies, em especial Citrobacter spp., Enterobacter spp., Morganella morgannii, Proteus vulgaris, Providencia spp, Salmonella enterica e Serratia spp. (Navon-Venezia et al., 2003).
1.4.3.Determinação dos pI das β-lactamases
Esta metodologia permite confirmar a produção e determinar o número e o ponto isoeléctrico (pI) das β-lactamases produzida por parte da bactéria. As bactérias em crescimento exponencial são sujeitas a choque térmico para obtenção do extracto enzimático bruto. Deve ser testada previamente a força do extracto para ver se é adequada, isto é, os extractos enzimáticos devem produzir mudança de cor após ter sido misturados com nitrocefim num máximo de 10-15 segundo, caso contrário terão de sofrer mais ciclos de congelação/descongelação a fim de serem concentrados. Posteriormente, o extracto de cada bactéria é sujeito à focagem isoeléctrica em gel de poliacrilamida. Após a corrida, usa-se o nitrocefim como revelador das bandas de β-lactamases. De acordo com a distância percorrida por cada banda em comparação com a distância percorrida pelos controlos utilizados, determina-se os pIs das β-lactamases produzidos por cada bactéria.
A detecção do pI assume grande importância na detecção de ESBL, uma vez que as ESBL derivadas de TEM têm pIs entre 5.2 a 6.5; as derivadas de SHV têm pIs entre 7.0 a 8.2; as CTX-M têm pIs de 7.6 a 9.0; enquanto a presença de qualquer banda com pI de 5.5 a 9.0 é indicativa de possível β-lactamase do tipo OXA (Sousa, 2005).

1.4.4.Detecção de ESBL em espécies diferentes de Escherichia coli e Klebsiella spp.
A busca de uma melhora na detecção de ESBL em outros microrganismos não Klebsiella spp e não-Escherichia coli, não tem recebido muita atenção. 
O teste confirmatório baseado em inibidores tem sido o método mais promissor. No entanto, com isolados de algumas espécies, o ácido clavulânico não é o melhor agente para esses testes. Métodos baseados na acção de inibidores não fornecem resultados fiáveis em bactérias que produzem β-lactamases cromossómicas do tipo AmpC, que podem inactivar as cefalosporinas de amplo espectro e não são inibidas pelos inibidores de β-lactamases. Assim enzimas AmpC podem não permitir o reconhecimento de ESBL favorecendo a ocorrência de resultados falsos-negativos. Este problema é maior em bactérias que possuem β-lactamases cromossómicas indutíveis do tipo AmpC (por ex. Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp., Aeromonas spp., Morganella morganii, Citrobacter freundii, Hafnia alvei e Pseudomonas aeruginosa). Com esses microrganismos, o ácido clavulânico pode ser um forte indutor da produção de AmpC, aumentando a resistência do organismo às drogas usadas no “screening”. Tazobactam e sulbactam são menos indutores e por isso preferidos ao ácido clavulânico nos testes para esses microrganismos. 
Outra das soluções possíveis é a inclusão de cefepime no teste de triagem. Altos níveis de expressão de AmpC têm mínimo efeito na actividade de cefepime, o que faz dessa droga um agente de detecção de ESBL na presença de AmpC (Thomson, 2001). 
Esta interferência também poderá ser anulada com a adição de um inibidor de AmpC como, por exemplo, a cloxacilina ao meio de cultura (método do disco adição utilizando ceftazidima como substrato e ácido clavulânico como inibidor, em ágar Mueller-Hinton contendo cloxacilina a 200 µg/m). No entanto, já foram descritas enzimas do tipo OXA que possuem actividade hidrolítica potente sobre cloxacilina, o que também prejudicaria a interpretação deste teste.
 Até ao momento, não existe um teste fenotípico que apresente boa sensibilidade e especificidade para detectar todas as amostras de bactérias produtoras de ESBL, pois estas podem possuir diferentes mecanismos de resistência combinados, ou seja, produção de metalo-β-lactamases, hiperexpressão de bombas de efluxo ou perda de porinas. 
2.Objectivos

Os objectivos deste trabalho são abordar a importância da detecção de ESBL em laboratórios de microbiologia clínica, evidenciar a hipótese de falhas terapêuticas de diversos antimicrobianos em pacientes com infecções por bactérias produtoras de ESBL e demonstrar que a sua detecção pode e deve ser uma prática rotineira em laboratórios de microbiologia clínica.
● Isolar e identificar enterobacteriáceas produtoras de β-lactamases de espectro alargado (ESBL), em isolados urinários de pacientes do ambulatório de dois Laboratórios de Análises Clínicas na região do Porto, entre Janeiro e Junho de 2008;

● Determinar e comparar a incidência das estirpes produtoras de ESBL nesses locais; 

● Determinar a prevalência da produção de ESBL nas diferentes espécies de enterobacteriáceas isoladas nesses locais;
●  Avaliar a necessidade de utilização de métodos de detecção de ESBL em estirpes produtoras de ESBL nos locais estudados;
● Determinar o melhor substrato (cefalosporinas de terceira geração e/ou aztreonamo) para detecção de ESBL;
● Investigar as β-lactamases produzidas pelas bactérias estudadas recorrendo a determinação do ponto isoeléctrico (pI) e determinar a sua incidência;

●  Investigar a transferência de resistências por conjugação;

● Verificar o perfil de sensibilidade a outros antimicrobianos das estirpes produtoras de ESBL isoladas.
3.Materiais e métodos

3.1.Estirpes bacterianas

3.1.1.Amostras

Trezentos e dois isolados de enterobacteriáceas, responsáveis por infecção urinária, de pacientes do ambulatório, a partir de amostras clínicas de urina. 
Duzentas e oito estirpes foram isoladas no departamento de Microbiologia do Laboratório de Análises Clínicas Dra. Amélia Carolina Soares Ferreira no período de 21 Janeiro de 2008 a 31 Julho de 2008; baseado nos resultados de identificação (ID GN) e susceptibilidade (ATB UR5 / ATB GN) obtidos no sistema semi-automatizado Mini-Api® (bioMérieux). 

Noventa e quatro isolados bacterianos foram isolados no serviço de Microbiologia da FFUP, no período de Junho a Julho de 2008; a identificação foi obtida através bateria de testes bioquímicos recomendados para identificação de enterobacteriáceas, como actividade de enzimas, fermentação de açúcares e produção de gás e ácido sulfídrico, entre outros, e o Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos foi realizado pelo Teste Disco-Difusão (DD), utilizando discos impregnados com concentrações fixas de cada antibiótico. 

3.1.2.Teste de triagem de ESBL nas amostras
As trezentas e duas amostras foram submetidas ao teste de triagem para a detecção de ESBL, em vigor no respectivo laboratório. Foram consideradas positivas as enterobacteriáceas que apresentaram: diminuição da sensibilidade às cefalosporinas de 3ª geração (tais como cefotaxima e ceftazidima, conforme os breakpoints sugeridos pelo CLSI (Tabela 2), nota indicativa de produtor ou possível produtor de ESBL (caso Mini-Api), presença de uma deformação (aumento) nos halos de inibição ao redor dos discos dos oximino β-lactâmicos (caso DD), em presença de ácido clavulânico Além destas foram também guardadas para estudos posteriores estirpes resistentes à cefuroxima (presença do substituinte oximino no anel β-lactâmico).
Armazenamento das bactérias: as amostras consideradas positivas no teste de triagem foram criopreservadas em TSB (Tryptic Soy Broth) (Landilab) com 15% de glicerol, a -20ºC até a realização dos testes posteriores. Para reactivação do metabolismo bacteriano, confirmação da pureza, avaliação da morfologia colonial e viabilidade das colónias, alíquotas das culturas armazenadas foram descongeladas e subcultivadas em Gelose Muller Hinton 2 (MH2-D) (bioMérieux), incubadas a 37ºC, durante 16-24 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 e Teste de Adição do Ácido Clavulânico.

3.1.3.Teste confirmatório da produção de ESBL
As amostras consideradas positivas no Teste de Triagem e as que revelaram resistência à cefuroxima foram submetidas ao Teste de Dupla Difusão em Disco e/ou ao Teste de Adição do Ácido Clavulânico. 

O Teste de Dupla Difusão foi executado como se de um método de difusão em disco se tratasse. Os agentes antimicrobianos utilizados foram amoxicilina (AML) (10μg), amoxicilina/ácido clavulânico (AMC) (30μg), aztreonamo (ATM) (30μg), cefotaxima (CTX) (30μg), ceftazidima (CAZ) (30μg), imipenemo (IPM) (10μg), cefuroxima (CXM) (30μg), cefoxitina (FOX) (30μg), cefepime (FEP) (30μg) (Oxoid). A suspensão bacteriana inoculou-se em placas de Petri com Gelose de Mueller Hinton 2 (MH2-D) (bioMérieux), semeando com zaragatoa em três planos diferentes. Os discos foram aplicados conforme a Figura 1 com dispensador e uma pinça, na superfície do meio inoculado, a uma distância máxima de 30 mm em relação ao disco de AMC, e as placas foram incubadas a 35º-37ºC durante 18-24 horas. Um disco de cefoxitina (FOX) foi utilizado, visando buscar a presença de outros mecanismos de resistência a β-lactâmicos que pudessem estar presentes (CLSI, 2005). É considerado sinergismo positivo (e, portanto, detecta-se a produção de ESBL), quando se observa uma ampliação do halo de inibição em alguma das cefalosporinas ou do aztreonamo ou o aparecimento de uma terceira zona irregular de inibição (conhecida como “ghost-zone”) entre o disco composto e o disco de uma das drogas oximino β-lactâmicas. Esta técnica é de fácil realização e acessível a qualquer laboratório de microbiologia clínica. Este método é o mais utilizado na rotina laboratorial pelo baixo custo, fácil acesso à metodologia e pelo tempo de obtenção dos resultados.

Para o Teste de Adição de Ácido Clavulânico a discos de antimicrobianos, a partir do sal do ácido clavulânico deve ser realizada uma solução mãe com concentração equivalente a 1.000 μg/ml utilizando como solvente e diluente água esterilizada. Posteriormente pode ser adicionado 10 μl desta solução aos seguintes discos de antimicrobianos: cefotaxima, ceftazidima, cefepime e aztreonamo cefuroxima. Após secagem dos discos (mínimo 15 minutos) realizar o antibiograma seguindo o protocolo para Testes de Sensibilidade (Disco-Difusão). O aumento do diâmetro do halo de sensibilidade em pelo menos 5mm na presença do inibidor foi considerado evidência confirmatória da produção de ESBL. 
Figura 1 - Modelo do Teste de Dupla-Difusão

  1-AMOXICILINA

   2-CEFUROXIMA

   3-CEFOXITINA

   4-CEFTAZIDIMA

   5-CEFOTAXIMA

   6-CEFEPIMA

   7-IMIPENEMO

   8-AZTREONAMO

   9-AMOXICILINA/ÁCIDO CLAVULÂNICO


3.2.Estirpes controle


As estirpes controle utilizadas neste estudo, com as respectivas características que justificaram sua utilização, estão listadas na Tabela 3:

Tabela 3 – Dados referentes às estirpes controle utilizadas neste estudo
    Linhagem Controle               Característica                             Experiência


E.coli HB101                   resistência à estreptomicina                    Receptora em conjugação

E.coli K802N                   resistência ao ácido nalidíxico                 Receptora em conjugação

E.coli  ATCC                        padrão de sensibilidade             Controle de qualidade dos meios e discos
E.coli TEM-1                                    pI 5,4                                    Determinação do ponto isoeléctrico
E.coli SHV-1                                    pI 7,6                                    Determinação do ponto isoeléctrico
E.coli MIR-1                                     pI 8,4                                    Determinação do ponto isoeléctrico

3.3.Teste de Sensibilidade aos Antibióticos Alargado

Em relação às estirpes que apresentaram o Teste Confirmatório de ESBL positivo e seus respectivos transconjugantes foi avaliado posteriormente também o seu perfil de sensibilidade em relação aos outros grupos de antibióticos pelo método de difusão em disco. O método de difusão em disco em ágar foi realizado segundo Kirby & Bauer (1966), e descrito pelo “National Commite for Clinical Standards” (NCCLS, 2003), actualmente denominado Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI), responsável por estabelecer os critérios e a padronização de “breakpoints” para os diferentes antimicrobianos. 

Preparou-se uma suspensão bacteriana em placas de Petri com Gelose de Mueller Hinton 2 (MH2-D), contendo 106UFC/mL. Com o auxílio de uma zaragatoa esterilizada realizou-se uma sementeira continua em três planos diferentes (horizontal, vertical e diagonal), de forma a obter um crescimento uniforme em toda superfície da placa de ágar Mueller Hinton (bioMérieux). Passados aproximadamente 15 minutos, os discos de antimicrobianos foram aplicados sobre a superfície do meio inoculado com o auxílio de um dispensador (Oxoid) e uma pinça e as placas foram incubadas a 35º-37ºC durante 18-24 horas. Após este período, mediram-se os diâmetros dos halos de inibição (em mm) do crescimento bacteriano presentes ao redor dos discos de antimicrobianos, comparados aos valores de referência fornecidos pelo NCCLS.
Os agentes antimicrobianos utilizados foram tetraciclina (TE) (30μg), ciprofloxacina (CIP) (5μg), netilmicina (NET) (30μg), nitrofurantoína (F) (30μg), cloranfenicol (C) (30μg), ácido nalidíxico (NA) (30μg), estreptomicina (S) (10μg), trimetroprim (SXT) (1,25 + 23,75 μg), amicacina (AN) (30μg) (Oxoid).

3.4.Conjugação
As estirpes que apresentaram o teste confirmatório de ESBL positivo e sensibilidade à estreptomicina foram submetidas à conjugação para a verificação da transferência e melhor caracterização das suas enzimas. A conjugação foi realizada em placa de Petri com Gelose de Mueller Hinton 2 (bioMérieux), utilizando E.coli HB101, resistente à estreptomicina como estirpe receptora. Alíquotas de 100 μl de cultura das estirpes dadora e receptora em fase logarítmica de crescimento (inóculo bacteriano denso em 20 ml de TSB durante 16-24 h), foram adicionadas à placa de Muller Hinton e incubadas a 37ºC sem agitação. Os transconjugantes foram seleccionados em meio MacConkey contendo estreptomicina (500 μg/ml, Streptomycin, Sigma) e cefotaxima (1 μg/ml, Ralopar, Aventis). O meio MacConkey é útil para a indicação da fermentação da lactose, pois as estirpes das receptoras E.coli HB101 não fermentam a lactose enquanto todas as estipes estudadas (Klebsiella pneumoniae e E.coli) são fermentadoras deste hidrato de carbono. Esta característica pode ser utilizada como outro critério de selecção, além da resistência à estreptomicina e cefotaxima.
As estirpes que apresentam teste confirmatório ESBL positivo e sensibilidade ao ácido nalidíxico foram submetidos a mesma técnica de conjugação, porém a linhagem receptora utilizada foi E.coli K802N, que apresenta resistência ao ácido nalidíxico, e a selecção dos transconjugantes foi realizada em meio MacConkey acrescido de ácido nalidíxico (500 μg/ml) e cefotaxima (1 μg/ml, Ralopar, Aventis). 

Posteriormente as amostras transconjugantes obtidas foram submetidas ao mesmo Teste de Dupla Difusão em Disco e/ou ao Teste de Adição do Ácido Clavulânico e ao mesmo Teste de Sensibilidade aos Antibióticos Alargado previamente utilizado para as respectivas bactérias dadoras. 

3.5.Determinação do ponto isoeléctrico
Os pontos isoeléctricos (pI) das β-lactamases produzidas pelas estirpes que apresentaram o teste confirmatório de ESBL positivo e suas respectivas transconjugantes foram determinados por focagem isoeléctrica em Phast Gel IEF 3-9 (GE Heathcare). Esta metodologia foi utilizada para detecção e identificação de β-lactamases produzidos pela bactéria, bem como para confirmar a transferência de β-lactamases transportadas por conjugação.
Após subculturas em 40 ml de TSB a 35-37ºC durante 16-24h, centrifuga-se (3500 r.p.m. a 4ºc durante 10 minutos) o meio nutritivo de TSB para posteriormente proceder à rejeição do sobrenadante, reenchimento com água esterilizada e proceder a uma segunda centrifugação e rejeição do sobrenadante para obter o extracto bacteriano. Posteriormente, o extracto bacteriano obtido foi sujeito a vários ciclos de choques térmicos para obtenção do extracto enzimático bruto. O extracto de cada bactéria foi submetido à electroforese em Phast Gel IEF 3-9 (GE Heathcare), usando o aparelho Phast System (Pharmacia). Este gel tem um gradiente de pH de 3 a 9 em toda a sua extensão. Após a corrida o gel foi corado com nitrocefim que revela as bandas de β-lactamases. De acordo com a distância percorrida por cada banda, em comparação com a distância percorrida pelos controlos utilizados, foram calculados os pI das β-lactamases produzidas por cada estirpe e estudada a transferência de β-lactamases transportadas por factores resistência para os transconjugantes.
FLUXOGRAMA DE ACTIVIDADES








Figura 2 - Fluxograma de actividades desenvolvidas na abordagem experimental
4.Resultados

  Quadro V - Resultados comparativos entre as metodologias praticadas
	Amostra
	Identificação
	Teste 

Dupla -Difusão
	Teste de adição 

do ácido clavulânico
	pI 

das  β-lactamases

	001
	E.coli
	+  (Cefotaxima)
	
	5,4 +7,4 + >8

	002
	E.coli
	+ (Cefepime)
	
	5,4 +7,4 + >8

	003
	K. pneumoniae
	+
(Aztreonamo, Cefepime
Cefotaxima, Cefuroxima)
	+

Ceftazidima

Cefotaxima (+++)
Aztreonamo Cefuroxima

Cefepime
	7,6 + >8

	511
	K. pneumoniae
	-
 Presença  de antagonismo
	- Sem cloxacilina
-
- Com cloxacilina
+
	7,6 +7,8 + >8

	094
	K. pneumoniae
	-
	+

Ceftazidima
	7,0 + 7,6

	693
	E.coli
	+

(Aztreonamo, Cefepime
Cefotaxima, Cefuroxima)
	+

Cefotaxima
	>8

	007
	K. pneumoniae
	+

(Aztreonamo, Cefepime
Cefotaxima, Ceftazidima)
	
	7,6 + >8

	008
	E.coli
	+
(Aztreonamo, Cefepime
Cefotaxima, Ceftazidima)
	+

Ceftazidima

Cefotaxima
	5,4 + 7,4 + >8

	009
	E.coli
	+
(Aztreonamo, Cefotaxima
Cefuroxima)
	
	5,4 + 7,4 + >8

	010
	E.coli
	+
(Aztreonamo, Cefotaxima)
	
	5,4 + 7,4 + >8


Das trezentas e duas estirpes isoladas, foram seleccionadas doze para serem estudadas devido ao facto de apresentaram pelo menos uma das seguintes características: sensibilidade diminuída às cefalosporinas de terceira geração e/ou sinergismo positivo.

Entre as enterobacteriáceas positivas no teste de triagem, dois isolados de Enterobacter, com diminuição da resistência às cefalosporinas de 3ª geração obtiveram resultados negativos no Teste de Adição de Ácido Clavulânico em meio de Muller - Hinton adicionado de cloxacilina (200 μg/ml). 

Das estirpes consideradas positivas no Teste de Triagem para ESBL, 8 foram confirmadas pelo Teste de Dupla-Difusão, 5 Teste de Adição de Ácido Clavulânico; tendo havido numa delas necessidade de adição de cloxacilina (200 μg/ml). Apenas em 2 amostras (094 e 511) não foi verificada concordância de positividade, entre as duas metodologias.

A Tabela 4 apresenta a distribuição das amostras positivas no Teste de Triagem e no Teste Confirmatório entre as espécies e/ou géneros estudados. A espécie mais isolada em amostras clínicas urinárias é a E.coli e é esta que apresenta maior frequência de isolados positivos no Teste de Triagem para ESBL seguida de Klebsiella pneumoniae. As espécies confirmadas como ESBL positivas foram Escherichia coli (6) seguida de Klebsiella pneumoniae (4) e de nenhuma para as outras espécies (0). A ocorrência do fenótipo ESBL positivo foi de 3,3% no total de enterobacteriáceas estudadas. Note-se no entanto que os dois laboratórios têm diferenças em relação à ocorrência de ESBL, sendo de 7,4% no Serviço de Microbiologia da FFUP e 1,4% para o Departamento de Microbiologia do Laboratório de Análises Clínicas Dra. Amélia Carolina Soares Ferreira
As 20 estirpes também seleccionadas para estudo por apresentarem resistência à cefuroxima e/ou nota indicativa de possível produtora de ESBL foram confirmadas negativas para o Teste de Sinergismo e Teste de Adição ao Ácido Clavulânico à cefotaxima, ceftazidima e cefuroxima.

 Tabela 4 - Distribuição das amostras positivas no teste de triagem (TT) e no teste confirmatório (TC) para pesquisa de ESBL e ocorrência entre os géneros/ espécies


       Géneros   Espécie                                     TT  (+)                            TC(+)                           

  

        Enterobacter   Enterobacter cloacae                                     2                                                       0
        Escherichia     E.coli                                                              6                                                       6
        Klebsiella         K. pneumoniae                                              4                                                       4

   
           TOTAIS                                             12                                  10                
Foram determinados os pontos isoeléctricos das β-lactamases produzidas pelos 10 isolados que apresentavam Teste Confirmatório de ESBL positivo e 6 dos transconjugantes obtidos.

Quadro VI – β-lactamases presentes nos isolados estudados e transconjugantes 

	Amostra
	OrIgem
	pI β-lactamases
	pI β-lactamases transferidas

	Escherichia Coli
001

002

693

008

009

010
Klebsiella pneumoniae
003

511

094

007
	FFUP

FFUP

LAC FEIRA

FFUP

FFUP

FFUP

FFUP

LAC FEIRA

LAC FEIRA

FFUP
	5,4 + 7,4 + >8

5,4 + 7,4 + >8

>8

5,4 + 7,4 + >8

5,4+ 7,4 + >8
5,4+ 7,4 + >8

7,6 + >8

7,6 + 7,8 + >8

7,0 + 7,6

7,6 + >8
	5,4 + >8

5,4 + >8

NT
NT
5,4 + >8

NT
>8
>8
NT
>8



NT- Não foi obtido transconjugante
Todas as estirpes de E.coli mostram-se produtoras de β-lactamases com um pI >8. Este padrão de pI alcalino é indicativo, principalmente, de enzimas da família de CTX-M. A bactéria 693 apresenta-se somente produtora deste tipo de β-lactamase. As 5 outras restantes apresentam-se simultaneamente produtoras deste tipo de β-lactamases com pI> 8, bem como de β-lactamases com pI 5,4 (sugestivo de TEM-1) e 7,4 (OXA-1). Já foram descritas estirpes de E.coli produtoras de ESBL com este mesmo padrão de pI e genótipo TEM-1 (5,4), OXA-1 (7,4) e CTX-M-15 (8,6) em Portugal (Machado et al., 2006). As β-lactamases transferidas presentes nos transconjugantes são as que apresentam os pI 5,4 e >8, o que sugere que elas têm uma localização plasmídica. Todas as estirpes de K. pneumoniae mostram-se produtoras de β-lactamases apresentando pI sugestivo da família SHV-1 (pI 7,6), que não são transferidos. Três das quatro estirpes são produtoras de β-lactamases com pI> 8 que também nesta espécie são transferidos. Observou-se no caso da bactéria 511 a produção de uma β-lactamase com um pI de 7,8 provavelmente relacionado com uma β-lactamase do tipo DHA-1, descrito como uma AmpC β-lactamase plasmídica transferível, que deverá ser posteriormente estudada (Giakkoupi et al., 2005) e no caso da bactéria 094 a presença de uma β-lactamase de pI 7,0 pode supor-se a hipótese de ESBL da família SHV- provavelmente SHV-3 ou SHV-14.
Em relação à resistência à amoxicilina/ácido clavulânico, 7 das 10 amostras produtoras de ESBL foram resistentes (70%). Cinco em seis das amostras clínicas de E.coli (83,3 %) produzem as enzimas OXA-1 (pI 7,4) e TEM-1 (5,4), as quais em conjunto puderam ser responsáveis pela resistência à amoxicilina/ácido clavulânico. A E.coli 693, apresenta sensibilidade à amoxicilina/ácido clavulânico resultado que é complementar ao da focagem isoeléctrica, visto esta apresentar-se como produtora de um só tipo de β-lactamase com pI> 8. Duas em quatro das amostras de K. pneumoniae (50%) também se mostraram resistentes, as amostras 511 e 094. Este fenótipo de resistência não foi transferido para os respectivos transconjugantes, resultado também apoiado pela focagem isoeléctrica onde se demonstrou que apenas as β-lactamases com pI 5,4 e >8, foram encontradas nos transconjugantes.
A maioria das amostras, 8 das 10 amostras produtoras de ESBL apresentou sensibilidade à cefoxitina, com excepção das K. pneumoniae 511 e 094 que apesar de serem resistentes, não transferiram esta resistência aos transconjugantes. No caso da bactéria 511, por focagem isoeléctrica observou-se que esta é produtora de uma β-lactamase com um pI de 7,8 podendo especular-se tratar-se DHA-1, descrito como uma AmpC β-lactamase plasmídica transferível, que muito provavelmente é responsável pela sua resistência à cefoxitina bem como amoxicilina/ácido clavulânico.
Nenhuma amostra produtora de ESBL mostrou resistência ao imipenemo.

No Teste de Triagem da determinação da produção de ESBL, pode observar-se uma sensibilidade semelhante entre a ceftazidima (80% resistência) e da cefotaxima (80% resistência), em relação ao número total das amostras. No entanto, existem diferenças consoante ao género bacteriano em causa. A CTX apresenta melhores resultados nas bactérias do tipo E.coli (100% sensibilidade) e a CAZ (75%) por sua vez apresenta a melhor sensibilidade para K. pneumoniae. O AZT é de todos os antibióticos o que apresenta melhores resultados em relação ao total e também em relação às diferentes espécies bacterianas (90%).
Em relação aos outros grupos de antibióticos testados verificou-se que uma bactéria é resistente a apenas um grupo, duas bactérias são resistente a três grupos e sete são resistentes a quatro ou mais grupos. Isto vai de encontro ao fenómeno de multiresistência que geralmente apresentam estas bactérias produtoras de ESBL. No entanto, os fenótipos de resistências às quinolonas, nitrofurantoína, cloranfenicol e aminoglicosídeos não foram transferidos para os transconjugantes, ao contrário dos fenótipos de resistência à tetraciclina e trimetroprim.
Resultados obtidos em função dos factores de risco

         Figura 3 - Relação entre a idade dos doentes, número e tipo de microrganismo produtor de ESBL
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     Figura 4 - Relação entre a origem das amostras (lar de idosos ou não), número e tipo de microrganismo produtor de ESBL
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Em relação aos principais factores de risco destacam-se por conseguinte a idade e o internamento em instituições tais como no caso particular, lares. Além destes, também existem outros, tais como um historial de infecções de repetição e níveis altos de glicemia, que se revelaram através da história clínica.

Resultados relevantes das metodologias praticadas
Resultado dos testes confirmatórios de presença de ESBL positivo
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                                                                                                      GHOST-ZONE

Figura 5 - Teste de Sinergismo positivo                                                                                                             
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           Figura 6 - Teste de adição do ácido clavulânico positivo - Aumento (5mm indica produção de ESBL

Detecção fenotípica da produção de ESBL em amostra de Klebsiella pneumoniae utilizando discos
de  cefotaxima (CTX) e cefotaxima adicionado de 10 μl de Ácido Clavulânico (CTX+AC).
Resultado teste confirmatório de presença de ESBL negativo
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             Figura 7 - Teste de adição do ácido clavulânico negativo. 
Negativo para detecção fenotípica da produção de ESBL em amostra de Enterobacter utilizando discos de cefotaxima (CTX) e ceftazidima (CAZ) com e sem adicionado de 10 μl de Ácido Clavulânico (AC), em meio de Mueller Hinton adicionado de cloxacilina (200 μg/ml).
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        Figura 8 - Provável β-lactamase AmpC_Teste de adição do ácido clavulânico negativo
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                                                Antagonismo entre a FOX e a CTX e a CAZ

       Figura 9 -  Provável β-lactamase AmpC; Teste de indução de (-lactamases do Grupo 1  positivo
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            Figura 10 - (-lactamases do Grupo 1 negativo, meio MH adicionado de cloxacilina (200 μg/ml)                           
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Figura 11 - Presença de ESBL associada a outro mecanismo de resistência

Figura 12 - Microrganismo produtor de ESBL com padrão hidrolítico CTX > CAZ
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Figura 13 - Microrganismo produtor de ESBL com padrão hidrolítico CAZ > CTX
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5.Discussão
Pacientes com infecções por Enterobacteriaceae produtoras de ESBL não devem ser medicados com antibióticos β-lactâmicos, pois levaria a uma falha terapêutica e agravamento do quadro infeccioso. A detecção presuntiva de ESBL não acarreta custos adicionais ao laboratório, visto que os antimicrobianos necessários para tal detecção podem compor o conjunto utilizado na rotina laboratorial em antibiogramas. O trabalho do laboratório de microbiologia é imprescindível na detecção das enterobactérias produtoras de ESBL. A detecção precoce destas bactérias multirresistentes é de suma importância para se instaurar o tratamento adequado e as medidas de isolamento dos pacientes, necessárias para se evitar a disseminação destes patogénicos em surtos comunitários e nosocomiais.
O nosso estudo permitiu verificar a ocorrência do fenótipo ESBL positivo de 3,3% no total de enterobacteriáceas estudadas. Note-se no entanto que os dois laboratórios têm diferenças em relação à ocorrência de ESBL, sendo de 7,4% no Serviço de Microbiologia da FFUP e 1,4% para o Departamento de Microbiologia do Laboratório de Análises Clínicas Dra. Amélia Carolina Soares Ferreira. Uma das razões apontadas para esta diferença baseia-se na proveniência dessas amostras. A maioria das estirpes, seis em sete das estirpes isoladas no Serviço de Microbiologia da FFUP, provém da mesma residência de idosos, constituindo-se como um nicho particular da comunidade no que respeita à presença de produtores de ESBL. Esta influencia a incidência de isolados urinários produtores de ESBL de uma verdadeira comunidade saudável (Pedrosa et al., 2007).
A detecção ESBL, entretanto, é dificultada pelo facto da eficiência dos testes estar relacionada com o tipo de enzima produzido (Bush et al., 1995). A determinação de ponto isoeléctrico das diferentes β-lactamases poderá auxiliar a determinação da classe enzimática presente nos isolados bacterianos. A caracterização específica destas enzimas, entretanto, só poderá ser verificada mediante a realização de métodos moleculares.

Todas as amostras que apresentaram teste de triagem negativo de acordo com as normas estabelecidas pelo CLSI apresentaram também resultados negativos para os demais testes avaliados no presente estudo, enfatizando assim a sensibilidade deste teste. 

As ESBL têm mostrado variável expressão fenotípica. A detecção laboratorial de bactérias produtoras de ESBL é muito desafiadora, pois são necessários múltiplos substratos de detecção específicos (Bush et al., 1995). Outra dificuldade encontrada na avaliação de testes para detecção de bactérias produtoras de ESBL é o estabelecimento de um “golden standard”, uma vez que algumas bactérias expressam um grau muito baixo de resistência, ou, ainda, a produção de ESBL pode estar associada a outros mecanismos de resistência aos β-lactâmicos. Desta maneira, nenhum teste fenotípico pode ser considerado “golden standard”, pois poderá apresentar tanto resultados falsos positivos quanto falsos negativos. Para contornar esta situação muitos estudos utilizam uma combinação de testes como “golden standard” (Pereira et al., 2003). No presente estudo foram consideradas produtoras de ESBL as amostras que apresentaram teste de triagem positivo para qualquer substrato que apresenta o grupo oximino (cefalosporinas de 3º geração, aztreonamo e cefepime) e que também foram positivas para pelo menos um dos dois testes que avaliam o efeito do ácido clavulânico (Teste Dupla-Difusão e Teste de Adição do Ácido Clavulânico). No caso das bactérias 511 e 094, o Teste de Triagem para ESBL teve um resultado positivo mas se apenas fosse confirmado pelo Teste Dupla-Difusão certamente teria passado como um falso negativo, daí a importância da utilização concomitante do Teste de Adição do Ácido Clavulânico e da correcta leitura do Teste de Triagem. O teste de triagem apresenta alta sensibilidade, enquanto os testes que avaliam o efeito do ácido clavulânico apresentam alta especificidade. Assim, esta combinação representa um “golden standard” adequado.

Na avaliação da eficiência dos substratos utilizados nos testes de confirmação da produção de ESBL pelo Teste de Dupla Difusão em Disco, verificamos maior sensibilidade da cefotaxima na detecção de ESBL para a Escherichia coli e da ceftazidima para a Klebsiella pneumoniae. Um bom resultado foi também encontrado com cefepime e com aztreonamo. Esses resultados dependem do tipo de enzima presente, que tem afinidade diferente para os diversos substratos. No caso de E.coli a enzima tem maior afinidade pela cefotaxima que pela ceftazidima, característica típica das β-lactamases do tipo CTX-M, como por exemplo CTX-M-15 já encontrada em hospitais e no ambulatório em Portugal (Machado et al., 2006). 

A sensibilidade do Teste de Adição de Ácido Clavulânico demonstrou a necessidade de associar pelo menos duas combinações diferentes de cefalosporinas 3ª geração e de cefalosporinas 3ª geração mais ácido clavulânico a fim de obter uma sensibilidade satisfatória. Observou-se que o Teste de Adição de Ácido Clavulânico apresentou excelente desempenho com 100% de sensibilidade e 100% de especificidade quando é utilizado mais de um substrato. No caso particular da estirpe 511, devido ao facto de provavelmente apresentar outro mecanismo de resistência associado (β-lactamase do tipo AmpC), o Teste de Adição do Ácido Clavulânico teve de ser ligeiramente alterado, isto é, usando meio de MH adicionado de cloxacilina (200 μg/ml) a fim de inibir a acção destas enzimas que iriam interferir na pesquisa de ESBL. 
É importante observar que a espécie Klebsiella pneumoniae apresenta dois isolados ESBL positivos resistentes a cefoxitina. É conhecida a recente disseminação de enzimas AmpC plasmídicas nessas espécies, podendo ser motivo desses achados já que as ESBL não conferem resistência a esse antibiótico, além da possíveis alterações de permeabilidade por mutações que condicione alterações nas porinas (Coudron et al., 2003; Yan et al., 2004). Posto isto, estudando a bactéria 511, esta apresenta-se produtora de β-lactamase de pI 7,8 podendo especular-se a hipótese de presença de DHA-1, descrito como uma AmpC β-lactamase plasmídica transferível. (Giakkoupi et al., 2005), entre outras hipóteses que serão verificadas em estudos futuros, que poderão justificar a resistência à cefoxitina. No caso da bactéria 094, não se verificou a produção de β-lactamases compatíveis com enzimas AmpC, o que sugere a presença de um mecanismo de resistência à cefoxitina diferente da anterior tal como uma provável mutação das porinas. As amostras K. pneumoniae 511 e 094 também se mostraram resistentes à amoxicilina/ácido clavulânico muito provavelmente devido a estes mesmos mecanismos de resistência.
Como já foi referido as ESBL também não conferem resistência à amoxicilina/ácido clavulânico mas 7 das 10 amostras clínicas estudadas mostraram-se resistentes. Isto deve-se ao facto de existirem muito provavelmente outros mecanismos de resistências associados. Nos casos de E.coli, isto pode ser explicado pelo facto destas produzirem também enzimas OXA-1 (pI 7,4) e TEM-1 (pI 5,4), as quais devem ser responsáveis por esta resistência, ou seja, existem também nestas bactérias uma associação de β-lactamases que pode justificar a resistência à associação de amoxicilina/ácido clavulânico. Um facto que apoia este argumento é o facto da E.coli 693, apresentar sensibilidade à amoxicilina/ácido clavulânico resultado que é concordante com o da focagem isoeléctrica, visto esta apresentar-se como produtora de um só tipo de β-lactamase com pI >8. Este fenótipo de resistência não foi transferido, resultado também apoiado pela focagem isoeléctrica onde se demonstrou que apenas as β-lactamases com pI 5,4 e >8, foram encontradas nos transconjugantes. 
A resistência foi elevada para todas as cefalosporinas e aztreonamo, como era esperado. No entanto a sensibilidade nos testes in vitro das cefalosporinas de 3ª geração e aztreonamo, justifica a necessidade de execução de testes específicos para detecção de ESBL e apresentação dos resultados de resistência a todos os β-lactâmicos, excepto carbapenemos, quando estas estão presentes. Essa necessidade tem sido discutida por vários autores como essencial para garantir uma terapia adequada para os pacientes e, ainda, para auxiliar na determinação de medidas de controlo adequadas (Essack, 2000).

O facto das bactérias ESBL positivas apresentarem em associação resistência à ciprofloxacina vem de encontro ao estudo de Machado e colaboradores (Machado et al., 2006) onde a resistência cruzada entre β-lactâmicos, aminoglicosídeos e quinolonas é bastante comum em enterobactérias que contêm o gene aac(6’)-Ib-cr, que codifica a produção de uma enzima bifuncional responsável pela resistência aos aminoglicosídeos e fluoroquinolonas.  Esse dado pode ser reforçado quando se considera o total de isolados bacterianos aqui estudados, cuja sensibilidade à ciprofloxacina é de 20%. A resistência cruzada com trimetroprim (20% sensibilidade) e tetraciclina (40% sensibilidade) foi um evento também comum. A resistência cruzada com netilmicina, cloranfenicol e nitrofurantoína foi um evento menos comum. Estes antibióticos apresentaram melhor sensibilidade depois dos carbapenemos, resultado compatível com o encontrado por outros autores (Shukia et al., 2004). Porém tanto a netilmicina como o cloranfenicol são antibióticos com elevada toxicidade e o seu uso é bastante restrito (Tavares, 2001), podendo a nitrofurantoína ser a droga de escolha para cistites não complicadas causadas por estas estirpes produtoras de ESBL. Devido à multiresistência de algumas estirpes produtoras de ESBL, o último recurso podem ser os carbapenemos.

Apesar de pouco precisa e específica, a focagem isoeléctrica é uma metodologia útil para estimar o número de β-lactamases produzidas e auxilia a determinação da ou das classes enzimáticas presentes nas amostras bacterianas, sendo complementar aos resultados dos Testes de Sensibilidade aos Antibióticos e Testes confirmatórios da produção de ESBL. 

Todas as amostras de K. pneumoniae, mostram-se produtoras de β-lactamase de pI 7,6 indicativo de SHV-1. Nove das dez estirpes mostraram-se produtoras de enzimas de pI alcalino (acima de 8) o que é sugestivo da família CTX-M. Apenas a amostra K. pneumoniae 094 se mostrou produtora de uma β-lactamase de pI 7,0 podendo sugerir hipótese de ESBL da família SHV- provavelmente SHV-3 ou SHV-14 (http://www.lahey.org/studies). Cinco das seis E.coli sugerem o mesmo padrão de focagem isoeléctrica 5,4, 7,4 e 8,6 já encontrado em Portugal (Machado et al., 2006). Apenas numa amostra de E.coli se observou a produção de apenas uma β-lactamase de pI >8 compatível com a família CTX-M, a qual se mostra como a menos multiresistente. Para confirmação destes resultados teríamos de recorrer a técnicas moleculares.

As experiências de conjugação pressupõem que os genes responsáveis pela expressão das enzimas pI 5,4 e >8 poderão estar localizados em elementos móveis que foram transferidos para às estirpes receptoras. Não foram transferidos os fenótipos de resistência à amoxicilina/ácido clavulânico nem à cefoxitina. A confirmação do estudo de transferência destes genes teria de ser realizada por técnicas moleculares a fim de detectar os genes da bactéria dadora e transconjugante. Em relação aos outros grupos de antibióticos as co-resistências transferidas observadas neste estudo foram apenas encontradas para a tetraciclina e trimetroprim. 
6.Conclusão

Os resultados do nosso estudo demonstram que isolados urinários produtores de ESBL estão a aparecer na comunidade, associados preferencialmente a nichos particulares da comunidade em que há um condicionamento gregário da população como sejam as residências de idosos, influenciando a incidência de isolados urinários produtores de ESBL de uma verdadeira comunidade saudável, constituindo-se como nichos particulares da comunidade no que respeita à presença de produtores de ESBL.

Esta é uma realidade que merece avaliação continuada para nos apercebermos da evolução da disseminação destes isolados na comunidade.
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