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RESUMO

A produção de betalactamases de espectro estendido (ESBL) consiste em um importante mecanismo 
de resistência aos antimicrobianos betalactâmicos. O vasto uso desses antibióticos no tratamento 
das infecções do trato urinário (ITU) tem agravado ainda mais esta problemática. As bactérias do 
tipo UPEC são consideradas as principais responsáveis por este tipo de infecção. Estudos para a 
compreensão da diversidade dessas enzimas no Brasil são escassos e, além disso, muitos deles são 
direcionados à pesquisa de isolados de origem hospitalar. Os objetivos do presente estudo foram 
detectar os genes que codificam as betalactamases TEM, CTX-M e SHV por PCR multiplex 
e identificar os isolados que as produzem por meio do método do disco aproximação. Do total 
dos isolados analisados, 12,8% apresentaram o fenótipo positivo para ESBL, enquanto 65,8% 
amplificaram sequências homólogas para os genes de betalactamases. Destes, os predominantes 
foram blaTEM e blaCTX-M, com 42,7% e 18,8%, respectivamente. Dois isolados não amplificaram 
para nenhum dos genes em estudo, apesar de terem expressado a enzima no teste fenotípico. Os 
resultados obtidos neste trabalho ressaltam a necessidade de mais estudos que visem à caracterização 
molecular para elucidar a disseminação desse mecanismo de resistência entre bactérias oriundas de 
pacientes da comunidade.
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ABSTRACT

Detection of extended spectrum β-lactamases (ESBLS) in isolates of uropathogenic Escherichia coli 
(UPECs) from patients in the community

The production of ESBL is an important mechanism of resistance to β-lactam antimicrobials. The 
wide use of antibiotics in the treatment of urinary tract infections (UTI) has further aggravated this 
problem. Bacteria of the UPEC type are the main responsible for this kind of infection. Studies to 
understand the diversity of ESBL in Brazil are scarce and, in addition, many of them are directed to 
nosocomial samples. The objective of this study was to detect genes encoding β-lactamases TEM, 
SHV and CTX-M through multiplex PCR, as well as to identify the isolates that produce them 
through the disk approach method. From the total of isolates analyzed, 12.8% showed a positive 
phenotype for ESBL, while 65.8% amplified sequences homologous to the genes of β-lactamases. 
Among these, the most prevalent were blaTEM and blaCTX-M, with 42.7% and 18.8%, respectively. 
Two isolates did not amplify for any genes in this study, despite of having expressed the enzyme in 
the phenotypic test. Based on to our results, we suggest the development of further studies aiming 
at the molecular characterization to better elucidate the mechanism of spread of resistance among 
bacteria from patients in the community.

KEY WORDS:	ESBL. UPEC. Disc approximation. PCR multiplex.

INTRODUÇÃO 

O mundo está enfrentando uma crescente resistência às drogas 
antibacterianas, o que representa uma séria ameaça para o manejo das doenças 
infecciosas (12, 18).. O aumento nas taxas de resistência entre vários microrganismos 
e, de modo particular entre Escherichia coli uropatogênicas (UPECs), tem causado 
grande preocupação em países desenvolvidos e em desenvolvimento (19).

Dentre alguns vírus, fungos e bactérias (11), as UPECs são as principais 
responsáveis pelas infecções do trato urinário (ITUs), sendo detectadas em 
70% a 90% das infecções urinárias agudas oriundas de bactérias (13). As ITUs 
representam um sério problema de saúde, pois afetam milhões de pessoas a cada 
ano (19) e constituem uma das principais causas de morbidade e mortalidade (34). 
Essas infecções são o principal motivo de consulta médica, ficando atrás apenas 
das infecções respiratórias (2). No Brasil, motivam 80% das consultas clínicas (24).

Entre os mais variados mecanismos de resistência aos antibióticos, 
destaca-se a produção de betalactamases de espectro estendido (ESBL). Esta é 
uma classe de enzimas codificadas por genes que pode estar presente em integrons, 
transposons, cassetes gênicos, IS, contidos ou não em plasmídeos (15), e que 
apresenta a capacidade de hidrolisar e inativar uma grande variedade de antibióticos 
do grupo betalactâmico, incluindo cefalosporinas de terceira geração, penicilinas e 
aztreonam (25).

As enzimas da família SHV e TEM possuíam inicialmente espectro 
restrito e, após mutações em genes cromossômicos como TEM-1, TEM-2 e SHV-1, 
passaram a expressar um espectro estendido (14). Outras famílias de ESBL, tais 
como CTX-M e OXA, não se originaram da mesma forma (4). Atualmente são 
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conhecidos mais de 150 tipos de variantes de ESBL e a rápida velocidade na 
mutação dessas enzimas tem gerado grande preocupação em microbiologistas e 
infectologistas (29).

Estudos para a elucidação da diversidade e prevalência das ESBLs no 
Brasil são escassos em decorrência da ampla extensão territorial e da necessidade 
de uma grande amostragem (22). O monitoramento da ocorrência de isolados 
produtores de ESBL contribuirá de forma substancial para delinear a magnitude 
do problema, para sugerir opções de tratamento e indicar adequadas medidas de 
contenção (21).

Além disso, uma boa parte dos estudos sobre ESBL tem sido direcionada à 
pesquisa de amostras provenientes de pacientes hospitalizados, poucos têm relatado 
a presença dessas enzimas em isolados oriundos de pacientes da comunidade. 
Este estudo teve por objetivos realizar a detecção dos genes que codificam as 
betalactamases TEM, CTX-M e SHV por PCR multiplex e identificar os isolados 
que as produzem pelo teste do disco aproximação.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras bacterianas

O estudo foi conduzido com base em 117 isolados de UPEC, previamente 
identificados, provenientes de diferentes pacientes da comunidade e que foram 
gentilmente cedidos por um laboratório particular da cidade de São Luís, Maranhão, 
Brasil. Para o controle de qualidade, foram utilizados os isolados Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603 (blaSHV-1), E.coli ATCC 35218 (blaTEM-1) como controles 
positivos e a cepa E.coli ATCC 25922, como controle negativo. 

Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do UniCeuma, 
São Luís-MA, sob o nº 00097/11.

Detecção fenotípica 

Todas as amostras foram submetidas ao método do disco aproximação 
para detecção fenotípica da produção de ESBL. Para cada isolado foi preparada uma 
suspensão bacteriana com soro fisiológico e turbidez correspondente a 0,5 da escala 
de MacFarland. Em seguida, as suspensões foram homogeneizadas e semeadas em 
placas de ágar Müeller-Hinton (Merck).

Discos de aztreonam (30 µg), cefotaxima (30 µg), ceftazidima (30 
µg) e cefepime (30 µg) foram colocados a uma distância de 20 mm do disco de 
amoxicilina/ácido clavulânico (30 µg). As amostras foram consideradas produtoras 
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de ESBL mediante a formação de uma zona irregular de inibição (ghost-zone) entre 
o disco composto e o disco de uma das drogas betalactâmicas (8). 

Extração do DNA bacteriano

Para extração do DNA, foi suspensa uma colônia por isolado em 1 mL 
de água destilada estéril. Posteriormente, os isolados foram fervidos durante oito 
minutos em banho-maria. Subsequentemente, o DNA dos isolados foi mantido à 
temperatura de - 20˚C (1).

Detecção dos genes blaTEM, blaCTX-M e blaSHV por PCR multiplex

Os primers utilizados no estudo estão listados na Tabela 1. Os primers 
foram adquiridos da Invitrogen (Carlsbad, CA) e todas as reações foram realizadas 
com 100 ng de DNA de cada microrganismo, 0,65 µM de primers específicos, 1,25 
U Taq DNA polimerase, tampão 5x, 2mM de MgCl2, 0,25 mM de dNTPs e água 
miliQ para um volume final de 25 µL. As condições para amplificação foram as 
seguintes: desnaturação inicial a 95˚C por 15 minutos, 30 ciclos de desnaturação a 
94˚C por 30 segundos, anelamento a 60˚ por 30 segundos, extensão a 72˚C por 2 
minutos, seguido de uma extensão final a 72˚C por 10 minutos. As amplificações 
foram realizadas no termociclador MyCicler (BioRad) e o produto amplificado de 
cada reação foi separado em gel de agarose a 1% ou 2,5% durante o período de 
uma hora (60/80 volts), sendo posteriormente corado com brometo de etídio na 
concentração de 20μg/100 mL de água e visualizado em luz ultravioleta com auxílio 
do transluminador (23).

Tabela 1.	 Primers usados na amplificação por PCR multiplex
Nome do primer Sequência Gene alvo Amplicon (pb) Referências

TEM-164.SE TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA
blaTEM 445 23

TEM-165. AS ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT
CTX-M-U1 ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC

blaCTX-M 593 5
CTX-M-U2 TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG
bla-SHV.SE ATGCGTTATATTCGCCTGTG

blaSHV 747 26
bla-SHV.AS TGCTTTGTTATTCGGGCCAA

RESULTADOS

Os resultados estão sumarizados na Tabela 2. Do total dos 117 isolados, 
12,8% apresentaram o fenótipo positivo para ESBL, enquanto 65,8% amplificaram 
sequências homólogas para os genes de betalactamases (Figura 1). Entre estes, 
predominaram blaTEM, encontrado em 42,7% dos isolados, e blaCTX com 18,8%. 
Apenas dois isolados apresentaram estes genes simultaneamente. O gene blaSHV 
foi detectado em três isolados simultaneamente com o gene blaTEM. Dois isolados 
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não amplificaram para nenhum dos genes em estudo, apesar de terem expressado a 
enzima no teste do disco aproximação.

Tabela 2.	 Resultados da PCR multiplex e do teste de disco aproximação

PCR MULTIPLEX  N˚ de isolados DISCO APROXIMAÇÃO
Positivo Negativo

Negativo 40 2 (5%) 38 (95%)

Positivo  blaCTX-M 22 6 (27,3%) 16 (72,7%)

Positivo  blaTEM 50 6 (12%) 44 (88%)

Positivo  blaCTX-M / blaTEM 2 0 (0%) 2 (100%)

Positivo  blaTEM / blaSHV 3 1 (33,3%) 2 (66,7%)

TOTAL 117 15 102

Figura 1.	 Detecção dos genes blaCTX-M, blaTEM e blaSHV por PCR multiplex. 
Visualização em gel de agarose a 2,5 %.

Canaletas: M = marcador de peso molecular (ladder de 100 pb); 1 = K. pneumoniae ATCC 700603 
(controle positivo); 2 = isolado n˚2; 3 = isolado n˚8; 4 = isolado n˚19; 5 = isolado n˚ 22; 6 = isolado n˚33; 
7 = isolado n˚36.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Enquanto alguns isolados produtores de ESBL apresentam plena 
resistência aos antibióticos betalactâmicos de amplo espectro, expressando essas 
enzimas nos testes fenotípicos, muitos não expressam esse fenótipo mesmo 
abrigando os genes codificadores dessas enzimas (27).

Essas variações no perfil de sensibilidade podem depender do plasmídeo 
no qual o gene está inserido ou da região promotora que controla a síntese da 
betalactamase. Como a degradação do anel betalactâmico geralmente acontece de 
forma branda, a resistência a esses agentes geralmente não é visualizada quando são 
realizados testes in vitro (6), como ocorreu com muitos isolados deste estudo quando 
foram submetidos ao teste do disco aproximação.
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Soma-se a isso o fato de o inóculo padronizado para os testes de 
sensibilidade não ser suficiente para a detecção da resistência, uma vez que a 
enzima pode estar disponível em pequenas concentrações e o ácido clavulânico não 
estar presente em quantidades apropriadas para inibi-la de forma eficaz, não sendo 
possível, assim, visualizar-se o fenótipo quanto à produção de ESBL (7).

As ESBLs do tipo TEM são frequentemente encontradas em bactérias 
gram-negativas, principalmente em E. coli e K. pneumoniae (20), corroborando, 
assim, os dados obtidos neste trabalho. Embora o gene blaCTX-M tenha sido 
identificado com menor frequência, as betalactamases codificadas por ele estão 
em rápida expansão (32). Alguns isolados apresentaram os genes blaTEM e blaCTX-M 
simultaneamente. Resultados similares foram descritos com isolados de E.coli e 
outras enterobactérias (23).

As enzimas da família SHV são encontradas com maior incidência em 
isolados de K. pneumoniae (10, 17, 31), o que justifica a baixa incidência do gene 
blaSHV nas UPECs deste estudo, que são oriundas de pacientes da comunidade. 
Dois isolados não amplificaram para nenhum dos genes em estudo, apesar de 
terem expressado a enzima no teste fenotípico. Dados semelhantes foram obtidos 
com isolados de E. coli, sugerindo que esses isolados carregam outro tipo de gene 
ESBL (23).

Embora até pouco tempo os microrganismos produtores de ESBL fossem 
considerados um problema quase restritamente nosocomial, um estudo realizado em 
hospitais espanhóis mostrou que mais da metade dos isolados de E. coli produtores 
dessas enzimas haviam sido isolados de amostras de pacientes ambulatoriais, 
principalmente de amostras de urina (16).

A detecção de um maior número de isolados que abrigam os genes de 
betalactamases em relação aos testes fenotípicos ressalta a importância do uso de 
métodos moleculares no esclarecimento dos aspectos epidemiológicos das bactérias 
resistentes aos antibióticos betalactâmicos. Dessa forma, uma identificação precisa 
de bactérias produtoras de ESBLs é importante não somente para o gerenciamento 
da conduta terapêutica, mas também para a aplicação de medidas de controle que 
objetivem reduzir ou impedir sua disseminação (3, 9, 33).

Técnicas mais específicas, como as de PCR e o sequenciamento de 
DNA, permitem diferenciar, entre isolados de um mesmo clone, mutações 
pontuais responsáveis pela resistência específica a determinadas classes de agentes 
antimicrobianos, como a resistência aos betalactâmicos (29).

Além do uso de técnicas que garantam uma maior confiabilidade na 
detecção dos mecanismos de resistência, como a produção de ESBLs, é de suma 
importância que se faça um rígido controle do uso de antimicrobianos, contribuindo, 
assim, para reduzir a pressão seletiva e para amenizar a incidência de isolados que 
produzem essas enzimas.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, que demonstraram 
uma considerável incidência de UPECs oriundas de pacientes da comunidade e 
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produtoras de ESBL, é importante chamar a atenção para a necessidade de mais 
estudos que visem à caracterização molecular para elucidar a disseminação desse 
mecanismo de resistência na comunidade.
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