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A utilização massiva de antibióticos β-lactâmicos para o tratamento de 

infeções, nomeadamente infeções do trato urinário, levou ao 

desenvolvimento de mecanismos de resistência nos microorganismos, 

principalmente nas bactérias da família Enterobacteriaceae. De entre 

os mecanismos de resistência, a produção de β-lactamases é o mais 

comum entre estes microorganismos. Nos últimos anos, a produção e 

disseminação de β-lactamases de espetro estendido (ESBL), 

principalmente na Europa, tem sido grande motivo de preocupação 

para os profissionais de saúde. Assim, é de crucial importância o 

correto diagnóstico in vitro destes isolados e dos mecanismos de 

resistência subjacentes, assim como a realização de estudos de 

vigilância epidemiológica que permitam monitorizar o comportamento 

destas estirpes multirresistentes e avaliar a sua distribuição na 

comunidade. Este estudo teve assim como principais objetivos apurar 

quais os microorganismos responsáveis por infeções do trato urinário 

na comunidade servida pelo Hospital Infante D. Pedro e inferir na 

epidemiologia de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL causadoras 

deste tipo de infeções. 

Durante o ano de 2013 estudaram-se 540 amostras das quais 88% 

foram bactérias Gram-negativas, principalmente da família 

Enterobacteriaceae. E. coli foi o microorganismo mais comum (45,6% 

do total), seguido de K. pneumoniae (18,5% do total). Do total de E. coli 

isoladas, 13,4% revelaram-se positivas para a presença de ESBLs, 

assim como 39% do total de K. pneumoniae. Os carbapenemos, 

cefepime, aztreonam, colistina, minociclina, piperacilina, rifampicina, 

ticarcilina, ticarcilina/ácido clavulânico e tigeciclina revelaram-se os 

fármacos com menores taxas de resistência nestes isolados. 

Este estudo permite tirar ilações sobre o panorama de disseminação 

destes isolados entre a comunidade servida por este hospital, podendo 

ser implementadas medidas de controlo de infeção e antibioterapia 

adequada a esta região geográfica para que, nos próximos anos, estas 

taxas de resistência tendam a diminuir. 
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The massive use of β-lactam antibiotics for the treatment of infections, 

including urinary tract infections, led to the development of resistance 

mechanisms in microorganisms, mainly bacteria of Enterobacteriaceae 

family. Among these mechanisms, β -lactamase production is the most 

common among Enterobacteriaceae. In recent years, the production 

and dissemination of extended spectrum β-lactamases (ESBL), mainly 

in Europe, has been a major concern for health professionals. Thus, the 

correct in vitro diagnosis of these isolates and the underlying 

mechanisms of resistance, as well as conducting studies of 

epidemiological surveillance in order to monitoring these multiresistant 

strains and determine their distribution in the community is crucial. The 

main aims of this study were to determine which are the microorganisms 

responsible for urinary tract infections in the community served by the 

Hospital Infante D. Pedro and to infer in the epidemiology of ESBL-

producing Enterobacteriaceae causing this type of infections. 

During 2013, 540 isolates were studied, of which 88 % were Gram-

negative bacteria, mostly Enterobacteriaceae. E. coli was the most 

common microorganism (45.6% of total), followed by K. pneumoniae 

(18.5%). Of the total E. coli strains, 13.4% were positive for the presence 

of ESBLs, as well as 39 % of K. pneumoniae. Carbapenems, cefepime, 

aztreonam, colistin, minocycline, piperacillin, rifampicin, ticarcillin, 

ticarcillin/clavulanic acid and tigecycline were the drugs with lower rates 

of resistance in these isolates. 

This study allows us to draw conclusions about the panorama of 

dissemination of these isolates in community served by this hospital. 

Consequently, infection control measures and appropriate antibiotic 

therapy to this geographic region can be implemented in order to 

decrease the resistance rates of these isolates in the next years. 
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Introdução 

As infeções são uma das principais causas de recurso aos serviços de saúde, 

dentro das quais as infeções do trato urinário (ITUs) são as segundas mais prevalentes 

(1–4). Estima-se que, em 2009, 137000 americanos com mais de 85 anos tenham sido 

hospitalizados devido a uma ITU (2). Dada a prevalência das ITUs a nível mundial, é de 

esperar que as amostras de urina sejam das mais frequentes amostras com que os 

laboratórios de microbiologia clínica trabalham diariamente. Assim, é crucial que os 

métodos de identificação bacteriana permitam dar resposta com a maior brevidade 

possível e com uma elevada relação qualidade/custo (5,6). Entre as estirpes mais 

frequentemente isoladas neste tipo de infeções estão bactérias da família 

Enterobacteriaceae, nomeadamente Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (7). Para 

o tratamento das ITUs são muitas vezes utilizados antibióticos β-lactâmicos, no entanto 

nos últimos anos tem aumentado a taxa de Enterobacteriaceae resistentes a esta 

grande família de antimicrobianos (8,9). 

A resistência aos antibióticos β-lactâmicos, nomeadamente por produção de 

enzimas β-lactamases, é uma realidade há mais de 70 anos, mesmo antes do início da 

utilização clínica da penicilina (10,11). Porém, foi apenas nas últimas décadas, com a 

utilização massiva de agentes antimicrobianos, que este mecanismo se tornou um grave 

problema de saúde pública à escala mundial (8,9). A utilização massiva e indiscriminada 

dos antibióticos β-lactâmicos fez emergir o universo das β-lactamases e, com ela, surgiu 

uma nova classe destas enzimas, as β-lactamases de espetro estendido (ESBL), 

presentes em elevada percentagem nas bactérias mais frequentemente causadoras de 

ITUs (12). Esta classe de enzimas é muito extensa e diversificada, limitando cada vez 

mais as opções terapêuticas disponíveis (12). Assim, estes mecanismos de resistência 

são motivo de preocupação crescente para todos os profissionais de saúde (11,13,14), 

justificando a existência de estudos de vigilância epidemiológica a nível local e mundial 

de forma a monitorizar o comportamento destas estirpes e formular medidas rígidas de 

controlo de infeção. 
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1. Infeções do trato urinário 

As infeções do trato urinário (ITUs) são o segundo tipo de infeções bacterianas 

mais prevalentes na comunidade, atrás das infeções respiratórias (4). As ITUs são 

definidas como uma condição em que uma ou mais regiões do trato urinário são 

infetadas por fungos, vírus, parasitas ou bactérias (mais comum) (15). Quando a infeção 

é adquirida fora do ambiente hospitalar e em pacientes sem alterações funcionais do 

trato urinário, diz-se que a ITU é não complicada. Por outro lado, em pacientes com 

doenças crónicas, imunodeprimidos, com tumores malignos, grávidas, entre outros, nos 

quais existe maior suscetibilidade do organismo à infeção, as ITUs são consideradas 

complicadas (15,16). A prevalência das ITUs difere entre população, sendo mais 

frequente (prevalência aproximadamente 10 vezes maior (revisto em (17)) nas mulheres 

em relação aos homens (15,16,18). Estima-se que durante toda a vida 

aproximadamente 50% da população do sexo feminino sofra de, pelo menos, uma ITU 

(16). Esta discrepância das ITUs entre os sexos é explicada, maioritariamente, por 

fatores anatómicos característicos do aparelho reprodutor feminino, nomeadamente a 

menor extensão da uretra e a existência de flora saprófita na região periuretral (15). 

Apesar da maioria das ITUs não necessitarem de internamento hospitalar, os 

custos com este tipo de infeções é enorme. Nos EUA, por ano, cerca de 7 milhões de 

pessoas recorrem a um serviço de saúde devido a uma ITU, levando a uma despesa 

total de mais de 1,6 biliões de dólares (15) e aproximadamente 15% das prescrições 

anuais de antibióticos neste país são para o tratamento de ITUs (revisto em (4)). As 

ITUs são também muito comuns em pacientes hospitalizados, representando 8 a 35% 

de todas as infeções nosocomiais (IN) (19,20).  

 A classificação das ITUs é feita mediante o local onde ocorre a infeção, como 

sumarizado na Tabela 1. O diagnóstico clínico deste tipo de patologias nem sempre é 

fácil, uma vez que não existem sintomas específicos que indiquem ao clínico 

inequivocamente a presença de uma ITU (15,21). Os sintomas mais comuns incluem 

febre, urgência e dor localizada, embora esteja reportado que apenas em 65% das 

mulheres com estes sintomas se confirma a ITU (22). O diagnóstico definitivo é feito 

com recurso a exame microbiológico da urina, nomeadamente com urocultura, 

contagem do número de unidades formadoras de colónias (CFUs), identificação 

bacteriana, teste de suscetibilidade a antibióticos (TSA) e análise do sedimento urinário, 

que inclui contagem de células, eritrócitos e leucócitos, entre outros elementos figurados 

(15,21). De ressalvar que apenas quando há uma bacteriúria significativa por uma 

estirpe (>105 CFUs) se realiza a identificação bacteriana e respetivo TSA. Existem 

também casos de bacteriúria assintomática, isto é, quando existem mais do que 105 

CFUs na amostra analisada mas o paciente não apresenta nenhum dos outros sintomas 
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de infeção supracitados. Estes casos aumentam o risco do desenvolvimento de uma 

bacteriúria sintomática, que normalmente se manifesta no prazo de uma semana (15).  

 

Tabela 1: Classificação das ITUs de acordo com o local da infeção (adaptado de (15)). 

Classificação da ITU Características principais 

Cistite 

Infeção da bexiga. Forma mais comum 

de ITU. Os sintomas mais típicos 

incluem disúria, urgência, dor 

suprapúbica e hematúria. Febre, 

náuseas e vómitos são raros. 

Pielonefrite 

Infeção que envolve parênquima renal. 

Além dos sintomas descritos para a 

cistite, a pielonefrite é frequentemente 

acompanhada de febre, vómitos severos 

e choque séptico (hemoculturas 

positivas em 20% dos casos). Em alguns 

casos pode ocorrer necrose papilar e 

falência renal, nomeadamente em 

pacientes diabéticos. 

Uretrite 

Normalmente apresenta sintomas como 

disúria e corrimento uretral, no entanto é 

comummente assintomática. É 

predominantemente uma doença 

sexualmente transmissível. 

Prostatite 

Infeção que pode ser aguda ou crónica, 

dependendo da duração dos sintomas. 

Sintomas como dor perianal ou escrotal, 

urgência e disúria são comuns. É a ITU 

mais comum nos homens. 

 

 

Os microorganismos mais comummente associados às infeções urinárias são os 

bacilos de Gram-negativo, nomeadamente E. coli, K. pneumoniae e Proteus spp., 

principalmente em ITUs não complicadas (7) (cf. secção II.2. Enterobacteriaceae para 

caracterização destes microorganismos). Nas ITUs complicadas são comummente 

isoladas outras estirpes, nomeadamente Enterococcus spp., Staphylococcus aureus e 

Staphylococcus epidermidis (23). A Figura 1 mostra a distribuição percentual das 
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estirpes causadoras de ITUs num estudo levado a cabo por K.R. Rajesh et al., em 2010 

(24). Depois de estabelecido o diagnóstico de uma ITU e identificado o agente etiológico 

causador da mesma é necessário iniciar uma terapêutica antimicrobiana que vá de 

acordo às características específicas do patogéneo em questão.  

 

A IDSA (Infectious Diseases Society of America) e a ESCMID (European Society 

of Clinical Microbiology and Infectious Diseases) possuem guias práticos que 

descrevem qual a terapia antimicrobiana adequada às ITUs, de acordo com o local e 

tipo de infeção, a idade e sexo dos pacientes, os microorganismos causadores da 

mesma assim como a duração média do tratamento (25,26). Esta informação encontra-

se sintetizada na Tabela 2. Apesar de existir um leque de antibióticos que é usado 

empírica e inicialmente para combater as ITUs a verdade é que as taxas de resistência 

bacteriana têm vindo a aumentar e agentes antimicrobianos que há umas décadas eram 

eficazes contra um determinado microorganismo hoje revelam-se inúteis, dado o 

desenvolvimento de mecanismos de resistência por parte de diversos microorganismos 

(24) (cf. secção 2.4. β-lactamases). A Tabela 3 apresenta um resumo de algumas taxas 

de resistência e suscetibilidade dos microorganismos mais comummente causadores 

de ITUs a diversos antibióticos. É necessário ressalvar que existem microorganismos 

que são intrinsecamente resistentes a algumas classes de antibióticos, como é o caso 

da K. pneumoniae que, por possuir β-lactamases cromossomais é resistente às 

penicilinas, como é o caso da amoxicilina (15,27). Além disso, este microorganismo 

pode também adquirir resistência às cefalosporinas, por produção de β-lactamases de 

espectro alargado (ESBLs) (27). 
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Tabela 2: Terapêutica antimicrobiana inicial para os diferentes tipos de UTIs e duração média de 
tratamento (adaptado de (8)). 

Diagnóstico 
Patogéneos mais 

frequentes 

Terapêutica antimicrobiana 

empírica 

Duração do 

tratamento 

(em dias) 

Cistite aguda, não 

complicada 

E. coli 

Klebsiella spp. 

Proteus spp. 

Staphylococcus spp. 

Trimetoprim/Sulfametoxazole1 

Nitrofurantoína 

3 

5 a 7 

Pielonefrite aguda, 

não complicada 

E. coli 

Proteus spp. 

Klebsiella spp. 

Outras 

enterobactérias 

Staphylococcus spp. 

Fluoroquinolonas2 

Cefalosporinas (3ª geração) 
7 a 10 

ITUs complicadas 

E. coli 

Enterococcus spp. 

Pseudomonas spp. 

Staphylococcus spp. 

Fluoroquinolonas2 

Aminopenicilina/IBL3 

Cefalosporinas (2ª e 3ª 

geração) 

Aminoglicosídeos 

 

3 a 5 
Pielonefrite aguda, 

complicada 

Enterobacter spp. 

Outras 

enterobactérias 

ITUs nosocomiais 
Klebsiella spp. 

Proteus spp. 

Prostatite 

E. coli 

Outras 

enterobactérias 

Pseudomonas spp. 

Fluoroquinolonas2 

Cefalosporinas (3ª geração) 

Macrólidos 

Casos agudos: 

14 a 28 

Casos crónicos: 

28 a 42 ou mais 

Urosépsis 

E. coli 

Outras 

enterobactérias 

Cefalosporinas (3ª geração) 

Fluoroquinolonas2 

Carbapenemos 

3 a 5 

1 apenas em áreas em que a taxa de resistência de E. coli é <20% 

2 utilizar preferencialmente fluoroquinolonas de excreção renal 

3 IBL: Inibidor de β-lactamase 

 

 

Tabela 3: Suscetibilidade de diferentes uropatogéneos a alguns agentes antimicrobianos (adaptado de 
(15)). 

 Taxa de suscetibilidade de uropatogéneos a diferentes antibióticos (%) 

 Amoxicilina Cefradina Trimetoprim Nitrofurantoína Ciprofloxacina 

E. coli 51 79 73 96 98 

K. pneumoniae 1 72 85 16 95 

P. mirabilis 73 5 58 0 87 
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Como é possível analisar na Tabela 3 e tal como referido anteriormente, K. 

pneumoniae não apresenta suscetibilidade à amoxicilina e apresenta uma taxa 

consideravelmente baixa de suscetibilidade à nitrofurantoína. Para esta espécie, assim 

como para os uropatogéneos mais frequentes, as melhores opções terapêuticas, 

segundo a Tabela 3, passam pela utilização de quinolonas, nomeadamente a 

ciprofloxacina. No entanto, um estudo de 2010 (24) mostra que, na amostra analisada, 

a sensibilidade das estirpes isoladas de K. pneumoniae em pacientes com ITUs fica a 

rondar os 50%, pondo em causa a utilização deste agente para o tratamento da 

patologia (24). Neste mesmo estudo, o imipenem e a nitrofurantoína revelaram-se os 

antibióticos mais eficazes contra este patogéneo (24). Estes dados contraditórios 

provam a diversidade de fenótipos de resistência encontrados em diferentes estirpes da 

mesma espécie, reforçando a importância da realização de TSAs à estirpe isolada de 

um paciente, de modo a que seja possível a administração de um antimicrobiano 

adequado e aumentar a eficácia da terapêutica.  

 

2. Enterobacteriaceae 

Enterobacteriaceae é uma família de bactérias bacilares muito abundantes, de 

Gram-negativo, da qual fazem parte uma grande variedade de espécies, estando 

descritas na literatura 40 géneros diferentes e mais de 150 espécies (28). Apesar de 

algumas destas espécies serem inofensivas para o Homem, vivendo com mecanismos 

de simbiose (29), fazem também parte desta família algumas das espécies patogénicas 

mais comuns, como E. coli, Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp., Proteus 

spp., Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp., entre outras, que são 

frequentemente isoladas de todos os produtos biológicos (28,29). Estas espécies 

apresentam diversos fatores de virulência responsáveis pela patogenicidade das 

mesmas (30). Como referido na secção II.1. as bactérias da família Enterobacteriaceae 

são responsáveis pela esmagadora maioria das ITUs (aproximadamente 80%) (7,15,16) 

e por mais de 50% de todas as infeções nosocomiais (31), pneumonias e infeções da 

corrente sanguínea e intra-abdominais (32). Em Portugal, um relatório efetuado em 2009 

pelo Departamento de Qualidade na Saúde e pela Direção Geral da Saúde mostra que 

34,4% de todas as infeções adquiridas na comunidade estudadas foram causadas por 

espécies da família Enterobacteriaceae (33). Estes dados comprovam a importância da 

identificação e monitorização contínua de todas estas estirpes. 

Morfologicamente as enterobactérias são dos maiores microorganismos 

conhecidos, podendo medir até 4µm de comprimento e apresentar-se sob a forma de 

cocobacilos ou bacilos, não esporulados (30). Estes microorganismos apresentam um 
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crescimento não fastidioso, sendo as colónias facilmente visíveis ao fim de 12-18h de 

incubação em meios simples como o de agar-sangue (não seletivo) ou em gelose 

MacConkey (seletivo), tanto em aerobiose como em anaerobiose (30). A diferenciação 

da família Enterobaceriaceae das restantes bactérias bacilares de Gram-negativo é feita 

tendo em conta características fenotípicas, como os padrões de fermentação dos 

carbohidratos, e capacidade de desaminação de aminoácidos (28,30). Bactérias deste 

tipo são oxidase-negativas, catalase-positivas (exceto raras exceções), redutoras de 

nitratos a nitritos e fermentadoras da glucose (29,30). Para ser possível distinguir entre 

os diferentes serotipos da mesma espécie é necessário recorrer à identificação dos 

antigénios presentes na membrana externa (para informação adicional acerca da 

classificação serológica de enterobactérias consultar ref. (28)).  

As estirpes de E. coli colonizam normalmente o intestino de um indivíduo 

saudável, no entanto são também agentes comuns de infeções oportunistas em todo o 

organismo, nomeadamente infeções da corrente sanguínea, peritonites e infeções de 

feridas, quando o sistema imunitário do hospedeiro está debilitado (29,34). Esta 

patogenicidade está relacionada com a quantidade de antigénios que esta espécie 

possui (28). Na maioria das vezes apresentam mobilidade e cerca de 80% das estirpes 

são fimbriadas (maioritariamente hemaglutinantes) (28). Esta enterobactéria é, segundo 

um estudo levado a cabo em Portugal, o segundo agente mais frequentemente isolado 

de IN, representando 14,5% do total destas e 24,1% de todas as IC (33). Quando nos 

reportamos apenas a ITUs, E. coli aparece no topo da lista, como a bactéria mais 

frequente deste tipo de patologias (7,24,29,34,35).  

K. pneumoniae é, ao contrário de E. coli, uma espécie imóvel, mas que apresenta 

também fímbrias do tipo 1, hemaglutinantes (29). Na maioria das vezes possui cápsula 

e é isolada frequentemente de vegetação, solo, água e fezes (29,30). Estas estirpes são 

facilmente reconhecidas pelas suas grandes colónias mucoides, que têm este aspeto 

graças à secreção de um polissacarídeo conhecido como “substância mucóide” (29). A 

K. pneumoniae é frequentemente isolada em pacientes com ITUs (35) mas também em 

produtos biológicos do aparelho respiratório e sangue (30). Esta espécie coloniza 

habitualmente o trato gastrointestinal, a pele, orofaringe e vias aéreas de pacientes 

hospitalizados, sendo frequentemente associada a infeções oportunistas em pacientes 

imunodebilitados (34). Este microorganismo tem uma taxa de disseminação muito 

rápida, quer por via gastrointestinal, aérea ou pelas mãos, sendo muitas vezes 

responsável por surtos hospitalares (34). Assim, é fácil perceber os resultados do 

Inquérito Nacional de Prevalência da Infeção, que mostram que K. pneumoniae está 

mais associada a IN (7,9%) do que a IC (6,1%) (33).  
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Para tratar as infeções causadas por bactérias da família Enterobacteriaceae os 

antibióticos preferenciais são os beta-lactâmicos (8). No entanto, são cada vez mais os 

casos de resistência a estas classes de antimicrobianos, principalmente pela produção 

de ESBLs (32). A resistência de enterobactérias causada pela produção deste tipo de 

β-lactamases é um grave problema hospitalar (36), mas estudos recentes mostram que 

a taxa de resistência nas ITUs adquiridas na comunidade já igualou os valores 

registados nas IN (24), sendo um motivo extra de preocupação para os clínicos. 

Atualmente e tendo em conta estes dados, a terapêutica mais eficaz no combate às 

infeções causadas por enterobactérias passa pela utilização de associações entre 

penicilinas e inibidores das β-lactamases (como o caso da amoxicilina/ácido clavulânico) 

ou então, em casos de resistência, a administração de carbapenemos (35).  

 

3. Antibióticos 

A descoberta dos antibióticos remonta a 1928, ano em que Alexander Fleming 

descobriu e isolou a penicilina, produzida por um fungo do género Penicillinum, quando 

percebeu que a presença deste fungo era capaz de inibir o crescimento de estafilococos 

e outras bactérias (37). Esta pesquisa, premiada com um Nobel em 1945, revolucionou 

a medicina e a terapêutica. Já nos anos 40 e 50 desenvolveram-se a estreptomicina e 

as tetraciclinas e, mais tarde, os aminoglicosídeos, cefalosporinas, quinolonas e 

penicilinas semissintéticas (28). Esta rápida emergência de antibióticos tornou possível 

o tratamento e a cura de um grande número de patologias infeciosas que eram, naquela 

altura, fatais (28,38). Por outro lado, esta utilização massiva rapidamente levou ao 

aparecimento de diversas resistências que são, hoje em dia, um grande entrave à 

eficácia das terapêuticas administradas (38). 

Os antibióticos são definidos como substâncias que, administradas em 

pequenas quantidades, são capazes de matar ou inibir o crescimento bacteriano, sem 

efeito tóxico no hospedeiro e, como tal, são utilizados no combate a infeções (28,30). 

Se o antimicrobiano for letal para o microorganismo designa-se por bactericida, caso 

contrário, se apenas for capaz de inibir o crescimento bacteriano, designa-se por 

bacteriostático (28,38). Neste último caso, o sistema inume do hospedeiro é o 

responsável pela erradicação da infeção (30). A terapia antimicrobiana é seletiva, isto 

é, um determinado antibiótico atua numa estrutura-alvo específica da célula bacteriana 

(38). Assim, os antibióticos podem classificar-se em inibidores da membrana plasmática, 

inibidores da síntese proteica, inibidores da síntese da parede celular e podem ainda 

possuir atividade antimetabólica ou interferir na síntese de material genético (38). 
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Existem duas grandes famílias de antibióticos: os β-lactâmicos e os não β-

lactâmicos (28). Estes últimos são divididos em várias classes: quinolonas, macrólidos, 

aminoglicosídeos, glicopéptidos, tetraciclinas, lipopéptidos, fosfomicinas, inibidores do 

metabolismo do ácido fólico, lincosamidas, nitrofuranos, oxazolidinonas, 

estreptograminas, ansamicinas e glicilciclinas (30). Na prática clínica, e para o 

tratamento das ITUs, os antibióticos não β-lactâmicos mais usados são, como é possível 

extrapolar da Tabela 2, os aminoglicosídeos, os nitrofuranos, os inibidores do 

metabolismo do ácido fólico e as quinolonas (8). No entanto, dada a sua elevada 

toxicidade, estes últimos não são a primeira escolha de terapia antimicrobiana. Vários 

estudos têm reportado a ocorrência de lesões do ligamento patelar do joelho em 

pacientes sujeitos a tratamento com antibióticos pertencentes à classe das quinolonas 

(ciprofloxacina, entre outros) (39–42). De facto, o uso desta classe de antibióticos é 

frequentemente associado a tendinites e artralgias, o que levou a Food and Drug 

Administration (FDA) dos Estados Unidos da América a colocar a ciprofloxacina na 

chamada “lista negra” de agentes antimicrobianos (43). Por outro lado, também os 

aminoglicosídeos apresentam efeitos adversos graves, nomeadamente nefrotoxicidade 

(44) e, por isso, a sua utilização deve ser controlada. Assim, os antibióticos β-lactâmicos 

parecem ser a melhor opção terapêutica para o tratamento de ITUs e, por isso, serão 

objeto de discussão aprofundada na subsecção seguinte.  

 

3.1. Antibióticos β-lactâmicos: definição e mecanismo de ação 

Os antibióticos β-lactâmicos são os agentes antimicrobianos mais antigos e mais 

utilizados na clínica, uma vez que, dado o seu mecanismo de ação, não causam 

toxicidade no Homem, contrariamente ao que acontece com outras classes de 

antibióticos, nomeadamente as quinolonas e os aminoglicosídeos (30,43–45). Os 

antibióticos β-lactâmicos interferem com as reações de transpeptidação na fase final da 

síntese da cadeia de peptidoglucano da parede celular bacteriana e têm, por isso, uma 

ação bactericida (30). O composto mais conhecido e mais antigo desta família é a 

penicilina, no entanto são considerados β-lactâmicos todos os antibióticos pertencentes 

às seguintes classes: penicilinas, inibidores das β-lactamases, monobactâmicos, 

carbapenemos e cefalosporinas (28). O nome desta grande família deriva da presença 

de um anel β-lactâmico na estrutura de todos estes compostos, que lhes confere 

atividade antimicrobiana (30). Este anel pode ser combinado com diversas estruturas, 

resultando nas diferentes classes de antibióticos β-lactâmicos conhecidos, como se 

pode ver na Figura 2. Enquanto os antibióticos monobactâmicos têm na sua estrutura 

apenas um anel, as penicilinas e os carbapenemos apresentam-se sob a forma de um 
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anel β-lactâmico fundido com um anel de cinco lados e as cefalosporinas têm, além do 

anel β-lactâmico, um anel de seis lados (30). Estas diferentes estruturas, todas com um 

anel comum, conferem às várias classes de antibióticos desta família diferentes níveis 

de atividade bactericida, por apresentarem distintos níveis de permeabilidade na célula 

bacteriana e diferente afinidade com o local-alvo (9,30). Interferem também com a 

farmacocinética dos compostos, fazendo variar a forma de administração do fármaco 

(30,45). 

A camada de peptidoglucano (também denominado mureína) da parede celular 

bacteriana confere rigidez e forma ao organismo (30). Esta grande molécula é formada 

pelo entrecruzamento de dois açúcares: o ácido N-acetilmurâmico e a N-

acetilglucosamina, ligados entre si por ligações glicosídicas β1→4. A ligar os resíduos 

de ácido N-acetilmurâmico entre si existem oligopéptidos, conferindo à estrutura do 

peptidoglucano uma forma de rede (46). A síntese desta grande molécula é conseguida 

com recurso a diversas enzimas pertencentes à família das proteases serínicas, 

nomeadamente as transpeptidases, que catalisam as reações de entrecruzamento de 

péptidos entre as cadeias de polissacarídeo (46,47). Estas enzimas são o alvo dos 

antibióticos β-lactâmicos, sendo denominadas Penicillin Binding Proteins (PBPs) (28). 

Quando a bactéria está na fase de crescimento e é exposta a antibióticos β-lactâmicos, 

estes ligam-se ao local alvo em PBPs específicas, inibindo deste modo a formação de 

pontes entre as cadeias de peptidoglucano. Por outro lado, este processo irá ativar 

autolisinas bacterianas que degradam a parede celular, provocando a morte da bactéria, 

por lise osmótica (28,30).   

O espetro de ação dos antibióticos β-lactâmicos engloba bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas. No entanto, tendo em conta o seu mecanismo de ação, esta 

família de antimicrobianos não tem atividade contra bactérias do género Mycoplasma, 

pois estes não possuem parede celular (30,45). A este mecanismo dá-se o nome de 

resistência natural (28). Este tipo de resistência ocorre também nas micobactérias, que, 

além das características da sua parede celular dificultarem a penetração do antibiótico 

Figura 2: Diferentes classes de antibióticos β-lactâmicos (adaptado de (9)). As cadeias R, R1, R2 e R3 são 

diferentes entre os diversos antibióticos de cada uma das classes, conferindo a cada um deles características 

únicas, nomeadamente no que respeita à farmacocinética e atividade bactericida do antibiótico (30,45). 
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até ao local-alvo (38), produzem naturalmente β-lactamases que degradam o antibiótico 

(45). Apesar dos antibióticos β-lactâmicos terem atividade tanto em bactérias Gram-

negativas como em bactérias Gram-positivas, o local onde se encontram as suas 

estruturas alvo difere entre estas duas famílias de bactérias (45). Nas bactérias Gram-

positivas, a parede celular é composta por uma espessa camada de peptidoglucano, do 

lado exterior da célula. Assim, as PBPs estão localizadas do lado externo da membrana 

citoplasmática, sendo este o local-alvo dos antibióticos β-lactâmicos (30). Já nas 

bactérias Gram-negativas, como a parede celular se encontra mais estratificada, com 

duas membranas constituídas, entre outros, por fosfolipídos, lipoproteínas e porinas, a 

camada de peptidoglucano é mais fina e encontra-se localizada entre as membranas, 

no espaço periplásmico (47). Assim, para atingir o local-alvo, o antibiótico terá que 

atravessar a membrana externa da bactéria (30). 

 

3.2. Mecanismos de resistência aos antibióticos β-lactâmicos 

A utilização massiva de antibióticos β-lactâmicos causou, nas populações 

bacterianas, uma grande pressão seletiva que levou, através da flexibilidade genética, 

à capacidade de algumas estirpes sobreviverem em ambientes com uma grande carga 

de antimicrobianos (38). Nos últimos anos têm sido detetados diversos fenótipos de 

resistência em várias espécies bacterianas (9). Este aumento das taxas de resistência 

representa um motivo de preocupação para os clínicos, na medida em que leva, em 

muitos casos, à falência terapêutica, que pode ser decisiva no tratamento de um doente 

em estado crítico (48). 

Atualmente são conhecidos três principais mecanismos de resistência aos 

antibióticos β-lactâmicos (45,49). Um destes é a modificação do alvo, isto é, alterações 

nas PBPs. Mutações ao nível desta enzima, principalmente no seu local ativo, podem 

dificultar a ligação do antibiótico (9,48). As bactérias podem também ser capazes de 

hiper-expressar esta proteína, diminuindo assim a eficácia do agente antimicrobiano 

(45). Este é o principal mecanismo de resistência aos β-lactâmicos em microorganismos 

Gram-positivos (45). Outro dos mecanismos de resistência comuns é a presença 

bombas de efluxo, conjugadas com alterações de permeabilidade. Como os antibióticos 

β-lactâmicos são pouco lipofílicos, a sua entrada na célula através da membrana celular 

nas bactérias Gram-negativas só é possível graças à presença de proteínas, 

denominadas Outer membrane proteins (OMPs) que formam poros, facilitando a 

passagem da molécula até ao espaço periplásmico, onde se encontram as PBPs (38). 

Alterações nestas proteínas podem diminuir o influxo do antibiótico, diminuindo a 

suscetibilidade do microorganismo ao mesmo (30,45). Por outro lado, algumas bactérias 
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adquirem genes que codificam proteínas denominadas bombas de efluxo, que 

“bombeiam” o antibiótico para o espaço extracelular antes deste conseguir atingir o 

local-alvo (45). Existem ainda genes que codificam proteínas reguladoras que são 

capazes de promover a expressão de genes responsáveis pelas bombas de efluxo e, 

ao mesmo tempo, reprimir a expressão génica de genes que codificam para as OMPs 

(38). Estes mecanismos conjugados provocam uma diminuição significativa da 

sensibilidade do microorganismo ao antibiótico (38). 

Além dos mecanismos supra-citados, a maior causa de resistência aos 

antibióticos β-lactâmicos prende-se com a produção de enzimas (β-lactamases) (45). 

Este mecanismo é muito frequente, nomeadamente em microorganismos Gram-

negativos, como E. coli e K. pneumoniae (9). As β-lactamases são enzimas que têm a 

capacidade de degradar o anel β-lactâmico desta família de antibióticos, levando à 

inativação dos mesmos (30). Estas enzimas podem estar codificadas em plasmídeos ou 

no cromossoma bacteriano (48). No primeiro caso, estas enzimas são, normalmente, 

inativadas pelos inibidores das β-lactamases, como é o caso do ácido clavulânico (45). 

No entanto, a presença de genes de resistência em plasmídeos é problemática, na 

medida em que estes podem ser transferidos entre diferentes espécies, na chamada 

transferência horizontal de genes, levando a uma disseminação da resistência aos 

antibióticos (48). As β-lactamases codificadas no cromossoma são, normalmente, 

induzíveis. Isto significa que a sua produção é exacerbada pela exposição do 

microorganismo ao antibiótico (nomeadamente às cefalosporinas) e não são inativadas 

pela presença de um inibidor como o ácido clavulânico (45). Aliás, no caso das AmpC, 

a sua expressão é induzida pela presença deste inibidor (45).  

 

3.3. β-Lactamases 

Desde a descoberta da penicilina e da sua utilização no combate a infeções que 

o universo bacteriano tem procurado formas de sobreviver em ambientes hostis, isto é, 

na presença de agentes antimicrobianos (50). Assim, a utilização em massa de 

antibióticos β-lactâmicos levou à rápida emergência de diversas β-lactamases, que se 

tornam, hoje em dia, num sério entrave à eficácia terapêutica (11,13). De facto, a 

primeira β-lactamase foi identificada antes do uso clínico da penicilina, quando 

Alexander Fleming se apercebeu que o crescimento de algumas linhagens de Bacillus 

(Escherichia) coli não era inibido pela penicilina (10,11). Num artigo publicado há mais 

de 70 anos, Abraham e Chain comprovaram esta descoberta e descreveram o B. coli 

como “penicilinase”, devido a esta característica (10). Esta descoberta não foi tida como 

clinicamente relevante pois aquando a descoberta da penicilina esta era apenas usada 
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para tratamento de infeções provocadas por espécies do género Streptococcus e 

Staphylococcus e os autores acima mencionados não conseguiram isolar a enzima em 

organismos Gram-positivos (11). No entanto, mais de 70 anos depois, as β-lactamases 

são o principal mecanismo de resistência adquirida aos antibióticos em 

microorganismos Gram-negativos, tanto em infeções nosocomiais como em infeções 

adquiridas na comunidade e a sua caracterização e classificação torna-se crucial na 

procura de soluções para o combate a este problema (11,13,14). 

Como referido na subseção anterior, as β-lactamases constituem um grupo de 

enzimas capazes de inativar o anel β-lactâmico, por clivagem (30), como é possível 

analisar na Figura 3. A destruição do anel implica a disfunção do antibiótico, que se 

torna incapaz de se ligar às PBPs e impedir a formação da parede celular bacteriana 

(30).  

 

 

 

3.3.1. Caracterização e classificação das β-lactamases 

As β-lactamases (bla) são codificadas por genes que se podem encontrar tanto 

no cromossoma bacteriano como em elementos móveis, como plasmídeos, 

transposões, entre outros (49). Os genes bla encontram-se frequentemente em 

integrões, que constituem um método eficiente de troca de genes de resistência (51). 

Estes elementos genéticos móveis que contêm integrões são uma importante fonte para 

a rápida disseminação de genes bla por transferência horizontal (49).  

A classificação das β-lactamases tem sido motivo de grande discussão científica 

nos últimos anos, dada a dificuldade de categorizar adequadamente as mais de 850 β-

lactamases identificadas até hoje (11,52). Ao longo dos anos vários sistemas de 

classificação foram surgindo, no entanto existem dois sistemas de classificação mais 

Figura 3: Mecanismo de ação das beta-lactamases (adaptado de (49)). À esquerda (A) é possível ver a estrutura 
base de um antibiótico β-lactâmico, com o anel β-lactâmico intacto. À direita (B), depois da ação da enzima, é 
possível verificar que ocorreu hidrólise do anel na ligação C-N, com formação de uma amina secundária e um 
grupo carboxilo, levando à perda de função do antibiótico. 
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consensualmente aceites e que são utilizados para a classificação destas enzimas: o 

sistema de classificação de Ambler (53), baseado nas semelhanças entre a sequência 

de aminoácidos, e o sistema de Bush-Jacoby-Medeiros (54), que é baseado no perfil de 

substratos e inibidores. Este último sistema sofreu algumas alterações desde a sua 

publicação original e é, agora, denominado de sistema de classificação de Bush-Jacoby 

(14). A Tabela 4 resume as principais características de cada uma das classes de β-

lactamases, assim como as principais enzimas de cada grupo. 

A necessidade de se criar um sistema de classificação capaz de categorizar as 

β-lactamases de uma forma funcional advém do facto do nome das enzimas acarretar 

uma grande complexidade, uma vez que não existe uma lógica passível de ser seguida. 

De facto, os nomes das β-lactamases são extremamente variados, e a sua escolha 

apresenta motivos que vão desde o substrato preferencial (OXA – oxacilina; CTX-M - 

cefotaxima) até ao local onde foi pela primeira vez isolada a enzima (VIM – Vietname; 

BEL - Bélgica) ou ao nome do paciente onde foi isolada (TEM – Temoniera), entre outros 

(55). Assim, segundo a classificação proposta por Ambler, as β-lactamases podem ser 

divididas em 4 grupos, identificados alfabeticamente de A a D (53). As classes A, C e D 

partilham a característica de possuírem, no seu local-ativo, uma serina e são, por isso, 

denominadas de serina β-lactamases (11,53). Já as enzimas pertencentes à classe B 

são metalo-β-lactamases pois possuem, no local ativo, um ou dois iões Zn2+, 

coordenados com os resíduos de histidina, cisteína e aspartato da cadeia polipeptídica 

da enzima (14). Por outro lado, a classificação proposta por Bush et al. em 1995 (54) e 

revista, mais tarde em 2009 (14), assenta no perfil de substrato e inibidores de cada 

uma destas enzimas (14). Assim, segundo este sistema, as β-lactamases são divididas 

em quatro grupos, numerados de 1 a 4, subdivididos depois em grupos representados 

por letras de a até f (11,14,54). 

Cada uma das classes de cada um dos sistemas de classificação apresenta 

características que as distinguem das restantes e permitem agrupar as diversas 

enzimas. A classe A de Ambler, que corresponde à classe 2 de Bush, é composta por 

penicilinases que são sensíveis à ação do ácido clavulânico ou do tazobactam, 

inibidores mais utilizados para estas enzimas (11). Como se pode verificar na Tabela 4, 

algumas das enzimas mais significativas deste grupo incluem a PC1 (grupo 2a), isolada 

de Staphylococcus aureus e as enzimas TEM-1 e SHV-1 (grupo 2b), comuns em bacilos 

de Gram-negativo, como E. coli e K. pneumoniae, que conferem resistência às 

penicilinas (11,54). A classe B de Ambler (grupo 3 de Bush) engloba as metalo-β-

lactamases (MBL), capazes de conferir resistência aos carbapenemos e cefalosporinas, 

além da resistência às penicilinas (14). Estas enzimas são encontradas em grande parte 

das bactérias que apresentam fenótipos de resistência, onde normalmente se 
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encontram combinadas com outros tipos de β-lactamases (11,49). Inicialmente as MBL 

foram identificadas no cromossoma de cocos Gram-positivo e apenas em alguns bacilos 

Gram-negativos, como Bacteroides fragilis e Stenotrophomonas maltophilia, no entanto, 

a incorporação destes genes em elementos genéticos móveis como plasmídeos e 

transposões, levou à disseminação de MBL no universo bacteriano (14). O grupo 1 de 

Bush, correspondente à classe C de Ambler engloba as cefalosporinases, como descrito 

na Tabela 4, sendo a enzima cromossomal AmpC, comum em Enterobacteriaceae, a 

mais representativa do grupo (11,49). Apesar das enzimas deste grupo conferirem 

resistência às cefalosporinas em geral, o cefepime é normalmente ativo em bactérias 

que apresentam AmpC (11,49). A classe D de Ambler (grupo 2d de Bush) é também 

conhecida pela classe das oxacilinases ou das OXA β-lactamases, precisamente pela 

capacidade de hidrólise da oxacilina (49). Diversos autores consideram esta classe uma 

das mais diversificadas, uma vez que, dependendo do tipo de OXA β-lactamase, estas 

podem apenas hidrolisar penicilinas ou cefalosporinas de espetro estreito ou podem ser 

capazes de hidrolisar cefalosporinas de espetro estendido e carbapenemos (revisto em 

(49)). Por fim falta referir apenas o grupo 4 de Bush, que não apresenta nenhuma classe 

homóloga na classificação de Ambler (49). Como se pode verificar na Tabela 4, este 

grupo foi omisso da classificação de Bush aquando da sua revisão em 2009. Deste 

grupo faziam parte enzimas que ainda não estão completamente identificadas e que, 

por isso, não podem ser ainda corretamente categorizadas (14).  

A primeira β-lactamase codificada em plasmídeos foi identificada em 1965, com 

o nome de TEM-1, num isolado de E. coli (55). A partir daí, outras espécies adquiriram 

estes genes de resistência, dando origem a variantes, como é o caso da SHV-1, 

identificada em K. pneumoniae, que partilha 68% da sequência de aminoácidos com a 

TEM-1 (11). Com a introdução das cefalosporinas de largo-espetro para o tratamento 

de infeções, no início da década de 80, aumentou a pressão seletiva no universo 

bacteriano, que levou ao surgimento de uma nova classe de β-lactamases, que 

conferem resistência a estes fármacos (11,49,52,55). Estas enzimas são chamadas β-

lactamases de espectro estendido (ESBL) (55). 
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Tabela 4: Sistemas de classificação das β-lactamases (adaptado de (14)). 

 

Legenda: AC – Ácido clavulânico; TZB – Tazobactam; NI – Não determinado; N – Não; S – Sim. 

 

 

3.3.2. β-lactamases de espetro estendido (ESBL) 

As β-lactamases de espetro estendido foram pela primeira vez descritas na 

Alemanha, em 1983, em isolados de K. pneumoniae e Serratia marcescens, mas 

depressa se disseminaram, através de plasmídeos, a outras bactérias da família 

Enterobacteriaceae, nomeadamente E. coli e Proteus spp. (56). Estas enzimas têm a 

particularidade de hidrolisarem as penicilinas, monobactâmicos e todas as 

cefalosporinas, incluindo as de largo-espetro (13), mas são sensíveis à ação dos 

inibidores das β-lactamases e não têm a capacidade de hidrolisar os carbapenemos 

Classifica
ção Bush-

Jacoby 
(14) 

Classificação 
Bush-Jacoby-

Medeiros 
(54) 

Classificação 
de Ambler 

(53) 

Substrato 
preferencial 

Inibida por 
Enzima(s) 

representativa(s) AC ou 
TZB 

EDTA 

1 1 C Cefalosporinas N N AmpC de E.coli 

1e ND C Cefalosporinas N N CMY-37 

2a 2a A Penicilinas S N PC1 

2b 2b A 
Penicilinas, 

Cefalosporinas 
S N 

TEM-1, TEM-2, 
SHV-1 

2be 2be A 
Cefalosporinas de 

largo-espectro, 
monobactâmicos 

S N 
TEM-3, SHV-2, 

CTX-M-15 

2br 2br A Penicilinas N N TEM-30, SHV-10 

2ber ND A 
Cefalosporinas de 

largo-espetro, 
monobactâmicos 

N N TEM-50 

2c 2c A Carbenicilina S N CARB-3 

2ce ND A 
Carbenicilina, 

Cefepime 
S N RTG-4 

2d 2d D Oxacilina Variável N OXA-1, OXA-10 

2de ND D 
Cefalosporinas de 

largo-espectro 
Variável N OXA-11, OXA-15 

2df ND D Carbapenemos Variável N OXA-23, OXA-48 

2e 2e A 
Cefalosporinas de 

largo-espectro 
S N CepA 

2f 2f A Carbapenemos Variável N KPC-2, SME-1 

3ª 3 B (B1) Carbapenemos N S IMP-1, VIM-I, L1 

3b 3 B Carbapenemos N S CphA, Sfh-1 

ND 4 ND 
Hidrólise de 

imipenem, grupo 
heterogéneo 

N S - 
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(56). Apesar de serem mais frequentes em E. coli e K. pneumoniae, já foram descritas 

ESBLs noutros organismos como Pseudomonas aeruginosa, Capnocytophaga 

ochracea, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis (revisto em (12)). Infeções 

causadas por Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs estão associadas a um 

aumento significativo da taxa de morbilidade e mortalidade dos pacientes, e a um 

aumento dos custos associados aos cuidados de saúde (57).  

As ESBL surgiram de mutações nas outras beta-lactamases, como nas classes 

TEM e SHV (49,56). Estas enzimas são codificadas em plasmídeos, o que torna a 

disseminação entre o universo bacteriano muito rápida, comprometendo a eficácia dos 

antibióticos β-lactâmicos (49,56). Dada a sua importância clínica e à quantidade de 

ESBL já descritas na literatura – mais de 300, até 2013 (56) – Bush e Jacoby criaram 

uma base de dados, que pode ser consultada online em http://www.lahey.org/Studies. 

Nesta base é possível aceder à informação detalhada das β-lactamases com maior 

interesse clínico, nomeadamente as ESBL, e introduzir as enzimas recém-descobertas 

(49,50). 

Tal como a classificação das β-lactamases, também a categorização das ESBL 

tem vindo a ser objeto de discussão entre a comunidade científica. A classificação de 

Bush é a mais utilizada, em que as ESBL pertencem ao grupo 2be (classe molecular A), 

com exceção das ESBL do tipo OXA, que pertencem ao grupo 2d, no entanto, em 2009, 

uma equipa de investigadores liderada por Timothy Walsh (58) propôs uma nova 

classificação, na qual as ESBL são divididas em três grupos: ESBLA, que englobam 

todas as enzimas pertencentes ao grupo 2be de Bush; ESBLM, ou “miscellaneous 

ESBLs”, onde se incluem as OXA-ESBLs e as AmpC mediadas por plasmídeos (grupos 

1 e 2d); e ESBLCARBA onde, como o nome indica, se incluem todas as carbapenemases 

(58). Segundo os autores, esta nova classificação seria menos complexa e, por isso, 

era passível de uma melhor interpretação por parte dos clínicos (58). No entanto, no 

mesmo ano da sua publicação, Bush et al. revogaram a nova categorização, alegando 

que esta engloba β-lactamases que não eram, até à data, reconhecidas como ESBLs, 

como é o caso das metalo-β-lactamases e β-lactamases serínicas com mecanismos 

hidrolíticos e inibitórios distintos (59). Concluem que, ao contrário do que foi atestado 

por Giske et al. (58), esta nova classificação irá dificultar o trabalho dos laboratórios 

clínicos e dos profissionais de saúde (59). 

Quando surgiram, a grande maioria das ESBLs que se encontravam em 

Enterobacteriaceae pertenciam às classes TEM, comuns em E. coli e mediadas por 

plasmídeos, ou SHV, codificadas no cromossoma de K. pneumoniae (12). Atualmente 

as ESBL mais comuns nesta família de microorganismos são do tipo CTX-M (60). 

Podem, no entanto, ser encontradas em enterobactérias outras ESBL, nomeadamente 
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do tipo OXA (12). Cada uma destas classes de ESBL será caracterizada nas subseções 

seguintes.  

 

3.3.2.1. ESBL do tipo TEM 

As β-lactamases de espetro estendido do tipo TEM são a maior família deste tipo 

de enzimas e derivam da TEM-1 e TEM-2, que não são ESBL (12,61). De facto, a 

enzima TEM-2 difere apenas da TEM-1 num aminoácido e tem os mesmos substratos 

preferenciais desta, isto é, ambas hidrolisam a ampicilina, penicilina, cefalosporinas de 

primeira geração, como a cefalotina (12).  

Em 1984 foi detetada a primeira variação desta classe de β-lactamases, num 

plasmídeo, com a capacidade de hidrolisar também as cefalosporinas de espetro 

estendido (Christian Brun-Buisson et al., 1987, revisto em (62)). Inicialmente, esta 

variante foi denominada CTX-M mas, atualmente, é conhecida como TEM-3 (62). Em 

relação à TEM-2, a TEM-3 apenas apresenta duas substituições na cadeia peptídica 

(12). Apesar da TEM-3 ter sido a primeira ESBL do tipo TEM a ser descrita, sabe-se 

agora que não foi a primeira a ser isolada pois em 1982, em Liverpool, foi detetado um 

plasmídeo com uma β-lactamase que conferia resistência à ceftazidima, em Klebsiella 

oxytoca, que é hoje denominada TEM-12 (62). 

Apesar de existirem inúmeras variantes de ESBL do tipo TEM, as alterações de 

aminoácidos entre as enzimas ocorrem em locais muito bem definidos (63). As 

alterações mais frequentes são de glutamato para lisina na posição 104, arginina para 

serina ou histidina na posição 164, glicina para serina na posição 238 e glutamato para 

lisina na posição 240 (63). Estas pequenas alterações fazem alterar o substrato 

preferencial da enzima e são causadas por mutações no gene blaTEM-1 (12). Além destas 

alterações, foram também já reportados na literatura outros tipos diferentes de ESBL-

TEM. Um deles, denominado complexo mutante da TEM, é resistente à ação dos 

inibidores como o ácido clavulânico ou o tazobactam (62). Um outro tipo, chamado TEM-

AQ, foi identificado apenas uma vez, em Itália, e resulta da deleção de um aminoácido 

não reportada em mais nenhum tipo de TEM-ESBLs, além de inúmeras substituições 

na cadeia peptídica (62). 

Como as restantes classes de β-lactamases, as TEM-ESBLs são mais comuns 

em E. coli e K. pneumoniae, no entanto já foram isoladas enzimas desta família noutros 

bacilos Gram-negativos, como Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, 

Morganella morganii, Proteus spp. e Salmonella spp. (12,62,63).   
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3.3.2.2. ESBL do tipo SHV 

As ESBL do tipo SHV derivam da SHV-1 que é encontrada, em todo o mundo, 

em K. pneumoniae (64). Esta β-lactamase é responsável por mais de 20% das 

resistências à ampicilina mediadas por plasmídeos nesta espécie (63). As SHV-ESBLs 

são muito comuns em muitas espécies de Enterobacteriaceae mas foram também já 

reportados casos destas enzimas em isolados de Acinetobacter spp. e Pseudomonas 

aeruginosa (62,63). 

Em 1983, na Alemanha, foi pela primeira vez identificada uma variante da SHV-

1, num isolado de Klebsiella ozaenae (Knothe, H et al., 1983, revisto em (62)). Esta 

enzima, agora chamada SHV-2, mostrou hidrolisar eficientemente a cefotaxima e, em 

menor extensão, a ceftazidima (62). O alargamento do espetro de ação desta β-

lactamase em relação à SHV-1 é causado pela substituição de um único aminoácido, a 

glicina por uma serina, na posição 238, resultado de mutações no gene blaSHV-1 

(12,62,63). No entanto podem ser encontradas algumas variantes de SHV-ESBLs com 

substituição de um resíduo de lisina por glutamato na posição 240 (63). O número de 

SHV-ESBL descritas até então é consideravelmente inferior ao de TEM-ESBL (65). Até 

ao momento estão categorizadas mais de 60 SHV-ESBL, sendo as mais comuns a SHV-

5 e a SHV-12 (65). 

 

3.3.2.3. ESBL do tipo CTX-M 

As β-lactamases de espetro estendido do tipo CTX-M devem o seu nome ao seu 

substrato preferencial, a cefotaxima (63). Esta classe de ESBL não é tão estreitamente 

relacionada com as duas classes anteriores, estimando-se que partilha apenas 40% da 

sequência polipeptídica com as classes TEM e SHV (65). Estas enzimas são 

cromossomais e encontram-se frequentemente em Salmonella enterica e E. coli (64). 

Pensa-se que as ESBL do tipo CTX-M derivam da enzima AmpC cromossomal de 

Kluyvera spp., dada a homologia entre estas (63). De facto, a enzima CTX-M-8 partilha 

99% da sequência de aminoácidos com a KLUG-1 de Kluyvera georgiana (62). 

As CTX-M já foram detetadas em todos os continentes e são, atualmente, o tipo 

mais frequente de ESBLs, sendo isoladas muito frequentemente em áreas densamente 

povoadas como a Índia ou a China (62). Estas enzimas encontram-se frequentemente 

em estirpes de E. coli causadoras de infeções do trato urinário, nomeadamente a CTX-

M-15, em países do sul da Europa, como Portugal e Itália (66). O espetro de ação das 

CTX-M-ESBL não se restringe às infeções hospitalares, e são cada vez mais comuns 

os casos de infeções adquiridas na comunidade causadas por estirpes produtoras de 

uma CTX-M (66). Esta disseminação para a comunidade é conseguida, principalmente, 
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através dos lares de idosos, que servem de reservatórios destas estirpes, sendo depois 

transferidas para a comunidade ou para os hospitais, dando origem a graves problemas 

de saúde pública (66). 

 

3.3.2.4. ESBL do tipo OXA 

As β-lactamases de espetro estendido do tipo OXA pertencem ao grupo 2d de 

Bush e caracterizam-se por possuírem capacidade de hidrólise da cloxacilina e oxacilina 

que é em 50% superior à capacidade de hidrólise da benzilpenicilina e por serem 

fracamente inativadas pelo ácido clavulânico (62,63). A maioria das β-lactamases OXA 

não são ESBLs, no entanto algumas destas, nomeadamente a OXA-10, têm capacidade 

de inativar a ação da cefotaxima e ceftriaxone, conferindo às bactérias onde se 

encontram uma baixa suscetibilidade a estes antibióticos (62). Entre as OXA-ESBL com 

ação mais exacerbada sobre cefalosporinas de espetro alargado encontram-se a OXA-

11, -14 a -19, -28, -31, -32, -35 e -45, que derivam da OXA-10 (63). Pensa-se que a alta 

taxa de resistência à ceftazidima em estirpes produtoras de OXA-ESBL está relacionada 

com a substituição de um resíduo de glicina por aspartato na posição 157 (63). As ESBL 

do tipo OXA foram pela primeira vez isoladas em Pseudomonas aeruginosa, na Turquia, 

e é nesta espécie que são mais frequentemente encontradas, ao contrário do que 

acontece com as ESBL do tipo TEM, SHV e CTX-M, que são mais comuns em 

Enterobacteriaceae (64).  

 

3.3.2.5. Outros tipos de ESBLs 

Apesar dos tipos acima descrito serem os mais comuns, estão descritas na 

literatura outras famílias de β-lactamases de espetro estendido que não estão 

relacionadas com as TEM, SHV, CTX-M ou OXA-ESBLs. Como exemplo encontra-se a 

PER-1, plasmídica, descoberta primeiramente em Pseudomonas aeruginosa e que se 

encontra presente em 60% dos isolados de Acinetobacter baumanni resistentes à 

ceftazidima (65). Existem outras enzimas relacionadas com a PER-1, como a β-

lactamase PER-2, que foi isolada de Salmonella enterica na Argentina, a VEB-1, isolada 

em E. coli e Pseudomonas aeruginosa e a TLA-1, identificada também em E. coli, no 

México (63,65). Estas quatro enzimas, apesar de relacionadas, apresentam apenas 

uma percentagem de homologia entre os 40 e 50% (63). Todas conferem resistência à 

ceftazidima e ao aztreonam e pensa-se que tiveram origem nas cefalosporinases 

cromossomais de Bacteroides spp (63). Mais raras que estas β-lactamases são a SFO-

1, que hidrolisa a cefamicina e a GES-1, que apresenta homologia com a carbenicilinase 

de Proteus mirabilis (63).  
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4. Deteção laboratorial de estirpes produtoras de ESBL 

As infeções causadas por Enterobacteriaceae produtoras de um ou mais tipos 

de ESBL estão associadas a um pior prognóstico do paciente, com aumento das taxas 

de mortalidade e morbilidade dos mesmos (57). Dada a alta taxa de disseminação 

destas enzimas por transferência horizontal de genes e a taxa de multiplicação 

bacteriana é necessário adotar medidas imediatas de isolamento e de terapia 

individualizada para assegurar a saúde do paciente e evitar surtos hospitalares por estas 

estirpes (57). Assim, é crucial a existência de métodos de deteção eficientes nos 

laboratórios clínicos que permitam a administração de uma terapia antimicrobiana 

adequada a cada caso específico, uma vez que na presença de uma ESBL, as opções 

terapêuticas reduzem-se à utilização de carbapenemos, antibióticos não-β-lactâmicos 

ou inibidores das β-lactamases (67). No entanto, a identificação das β-lactamases é um 

processo complexo, muitas vezes sujeito a erros de interpretação, que acontecem, 

sobretudo, na avaliação fenotípica da ação de um inibidor, como o ácido clavulânico 

(67). A presença de mais que um tipo de β-lactamases pode causar interferência 

negativa no resultado do teste, pois diferentes enzimas apresentam diferentes 

suscetibilidades aos inibidores (67). 

Existem dois grandes grupos de métodos de deteção laboratorial de estirpes 

produtoras de ESBL: os métodos fenotípicos e os métodos genotípicos (68). A grande 

diferença entre estes dois grupos reside no facto dos métodos genotípicos pressuporem 

uma análise por biologia molecular que permite identificar especificamente o tipo de 

enzima presente, ao contrário dos métodos fenotípicos, em que o resultado apenas 

permite afirmar a presença ou ausência de uma ESBL (68,69). Nos laboratórios clínicos 

os métodos fenotípicos são os mais utilizados, por serem mais fáceis de aplicar, terem 

um menor custo e estarem já incorporados nos sistemas automatizados, tornando-os 

mais acessíveis (69). Os métodos genotípicos são mais comummente aplicados em 

laboratórios de investigação, para identificação do gene responsável pela produção de 

determinada ESBL (69). 

   

4.1. Métodos fenotípicos 

Dada a relevância clínica das estirpes produtoras de ESBL, o NCCLS (National 

Committee for Clinical Laboratory Standards) criou guias de referência específicos para 

a deteção fenotípica destas enzimas (12). Estes guias têm por base o princípio de que 

as ESBL hidrolisam cefalosporinas de largo-espetro e são inibidas pelo ácido 

clavulânico (12,69). Existem quatro métodos fenotípicos principais para identificação de 

estirpes produtoras de ESBL. 
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O método qualitativo E-Test é um método simples para a pesquisa de ESBLs e 

consiste numa tira de plástico que contém, num dos lados, um gradiente de 

concentração constante de uma cefalosporina (ceftazidima 0,5-32 µg/ml ou cefotaxima 

0,25-16µg/ml) e do outro lado a mesma cefalosporina associada ao ácido clavulânico 

(12,66). Esta tira é colocada numa placa com meio Mueller-Hinton, semeada com a 

estirpe em estudo (62,70). Uma redução de ≥3 diluições na concentração mínima 

inibitória (MIC) da cefalosporina na presença de ácido clavulânico em comparação com 

a MIC da cefalosporina isolada é considerado um resultado positivo, sendo a estirpe em 

causa produtora de uma ESBL (12). O método E-Test apresenta uma sensibilidade que 

varia entre os 87 e os 100% e uma especificidade superior a 95% (62). 

Outro dos métodos fenotípicos disponíveis para a deteção de ESBL é o método 

da dupla difusão (12,62). A interpretação deste teste é feita tendo em conta fenómenos 

de sinergismo, isto é, a estirpe considera-se produtora de uma ESBL quando se verifica 

um aumento do halo de inibição da cefalosporina em direção ao disco de 

amoxicilina/ácido clavulânico (70). Este método é o mais utilizado na prática clínica e 

apresenta taxas de sensibilidade entre os 79 e 97% e especificidade superior a 94% 

(62). 

Um outro método utilizado consiste na adição de ácido clavulânico a um disco 

de ceftazidima. Neste método são utilizados dois discos de antibiótico: um com 

ceftazidima e outro com ceftazidima/ácido clavulânico (70). A bactéria é considerada 

produtora de ESBL se o raio do halo de inibição em torno do disco de ceftazidima/ácido 

clavulânico for no mínimo 5mm superior ao raio do halo de inibição em torno do disco 

da cefalosporina isolada (70). 

Por fim, faltam apenas referir os métodos de deteção automatizados. Os 

sistemas comerciais automatizados Vitek® (BioMérieux) e MicroScan® (Dade Behring) 

incorporaram nos seus sistemas painéis de microdiluição que permitem testar a 

presença de ESBL (12,62,70). Estes testes utilizam cefalosporinas e cefalosporinas em 

associação com ácido clavulânico e, por fórmulas matemáticas, é possível determinar 

se a estirpe em estudo é ou não produtora de ESBL (12). Este teste apresenta 

sensibilidade e especificidade superiores a 90% (62). A grande vantagem deste método 

é a rapidez, uma vez que os resultados podem ser dados com apenas 4 a 5h de 

incubação, contrariamente ao que acontece com os métodos de difusão em disco, que 

necessitam de um mínimo de 18h de incubação (62,70). Por outro lado, em certos 

microorganismos esta diminuição do tempo de incubação torna-se uma desvantagem 

deste método, uma vez que bactérias do género Proteus spp., Morganella spp., 

Providencia spp. ou Yersinia spp. não crescem suficientemente neste período (70). 
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5. Epidemiologia de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL 

A dificuldade em detetar eficazmente todas as estirpes produtoras de ESBL 

torna, por vezes, difícil determinar a verdadeira prevalência destas isolados (63,71). No 

entanto sabe-se que os organismos produtores de ESBLs estão distribuídos por todo o 

mundo, com incidência crescente (63). O primeiro isolado produtor de ESBL foi descrito 

na Alemanha, em 1983 e, desde esse ano que a disseminação a outros países não tem 

parado de aumentar (62,63). Até ao início da década de 2000, as espécies produtoras 

de ESBL eram isoladas essencialmente de pacientes hospitalizados (72). No entanto, 

nos últimos anos vários estudos têm demonstrado que infeções causadas por estirpes 

produtoras de ESBLs são cada vez mais comuns em pacientes vindos da comunidade, 

nomeadamente estirpes de E. coli (revisto em (72)). Estes dados mostram que existem, 

fora do ambiente hospitalar, grandes reservatórios destes microorganismos, 

nomeadamente em lares de idosos (72,73). O primeiro caso reportado de uma estirpe 

produtora de ESBL vindo da comunidade aconteceu em 1998, na Irlanda, numa paciente 

idosa que, apesar de não ter histórico de internamento, tinha estado sujeita a vários 

tratamentos com antibióticos (74).  

Até ao final dos anos 90, a maioria dos microorganismos produtores de ESBLs 

expressava enzimas do tipo TEM ou SHV (73). Porém, nos últimos anos, a situação 

tem-se alterado e atualmente os microorganismos produtores de enzimas do tipo CTX-

M são os mais prevalentes, isolados maioritariamente em E. coli e K. pneumoniae de 

pacientes vindos da comunidade, com ITUs, particularmente na Europa e América do 

Sul (69,73). Um estudo levado a cabo em 2002, em Espanha, demonstrou que o gene 

blaCTX-M-14  pode ser responsável pela expressão desta enzima nos pacientes não 

hospitalizados (74). Atualmente, na Europa, a enzima do tipo CTX-M mais prevalente 

em pacientes vindos da comunidade é a CTX-M-15, que foi descrita pela primeira vez 

na Índia, em 2001, mas depressa se espalhou um pouco por todo o mundo, 

nomeadamente a países do sul da Europa, como Portugal, Espanha e Itália (64,73,75). 

Apesar das espécies produtoras de ESBLs estarem distribuídas por todo o 

mundo, existem subtipos de ESBLs que parecem ser específicas de uma dada região 

(63). Como exemplo veja-se a TEM-10 que foi, desde a sua descoberta em 1988, 

responsável por vários surtos nos EUA, mas só no início da década de 2000 começou 

a ser frequentemente identificada na Europa (62,63). Na América do Sul, os surtos 

provocados por estirpes produtoras de ESBL apresentam maioritariamente enzimas do 

tipo CTX-M, sendo raros os casos reportados de enzimas TEM ou SHV nesta região 

(62). Nestes países, a percentagem de K. pneumoniae produtoras de ESBL pode, em 

muitos casos chegar aos 60% (62).  
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Na Europa, a prevalência de isolados produtores de ESBLs entre as espécies da 

família das Enterobacteriaceae apresenta grandes variações de país para país (62,63). 

Como exemplo temos a Holanda, em que a percentagem de E. coli e K. pneumoniae 

produtoras de ESBL ronda os 1% e a França, que chegou a registar valores na ordem 

dos 40% para K. pneumoniae, antes da implementação de rigorosas políticas de 

controlo de infeção (62). Contrariamente ao que acontece na Europa, os países 

asiáticos apresentam menores taxas de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs (63). 

No Japão, um estudo mostrou que a percentagem destes isolados varia entre os 0,1% 

para E. coli e 0,3% para K. pneumoniae (63). Estes valores podem chegar aos 12%, em 

Hong Kong, mas são, mesmo assim, significativamente inferiores aos reportados na 

Europa (63).  

Portugal é um dos países da Europa com maior taxa de produtores de ESBLs 

(71). Em 2012, segundo dados do Sistema de Vigilância Europeu de Resistência 

Antimicrobiana do Centro Europeu para o Controlo e Prevenção de Doenças, a 

percentagem de E. coli resistentes às cefalosporinas de espetro estendido fixou-se nos 

13,5%, sendo superior aos valores registados em 2010 e 2011 (76). Desta percentagem 

de isolados, 95,9% confirmaram-se produtores de ESBL (76). Já a percentagem de K. 

pneumoniae resistentes às cefalosporinas de espetro estendido fixou-se em 2012, 

segundo o mesmo estudo, nos 38,7% e destas 94,9% confirmaram-se produtoras de 

ESBL (76). Estes valores elevados, quer em Portugal, quer no resto do mundo, podem 

ser explicados por diversos fatores (62,63). Entre eles destacam-se o tempo de 

internamento do doente, assim como o uso de ventiladores mecânicos ou cateteres e 

problemas renais (62,63). Por outro lado, as fracas políticas de controlo de 

administração de antibióticos, com uso indiscriminado de cefalosporinas de largo-

espetro, contribuem também para aumentar a pressão seletiva no universo bacteriano, 

aumentando o número de estirpes portadoras de genes que codificam para as ESBL, 

com aumento também da taxa de disseminação por transferência horizontal de genes 

entre espécies (62,63). Assim, é importante não só a existência de uma política rigorosa 

de controlo da administração de antibióticos para diminuir a pressão seletiva dos 

microorganismos mas também adotar medidas laboratoriais que permitam a rápida e 

eficaz deteção destas enzimas de forma a administrar as terapias antimicrobianas 

adequada e atempadamente (57). 
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Objetivos 

Tendo em conta o impacto clínico das estirpes produtoras de β-lactamases, 

nomeadamente de ESBL e considerando a crescente necessidade de obtenção de 

resultados com elevado grau de confiança no menor tempo possível que permitam um 

tratamento mais direcionado, esta tese tem quatro objetivos essenciais: 

 
i) A otimização de uma base de dados relativa a doentes com exames 

microbiológicos positivos; 

  

ii) Inferir na epidemiologia de bactérias multirresistentes no Centro Hospitalar 

do Baixo Vouga; 

 

iii) Inferir sobre a disseminação de ESBLs em isolados causadores de Infeções 

de Trato Urinário; 
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1. Caracterização do Hospital Infante D. Pedro 

 O presente trabalho foi realizado no serviço de Patologia Clínica do Centro 

Hospitalar do Baixo Vouga, E.P.E. – Hospital Infante D. Pedro (HIP), no laboratório de 

microbiologia. O HIP é uma das três unidades hospitalares que compõem o Centro 

Hospitalar do Baixo Vouga (CHBV) e apresenta vários serviços clínicos e valências de 

internamento, nomeadamente Medicina Interna, Cirurgia Geral, Ortopedia, Pediatria, 

Urologia, Infeciologia, Cardiologia, Pneumologia e Obstetrícia e Ginecologia. O serviço 

de urgência deste hospital engloba também várias especialidades médico-cirúrgicas, 

incluindo a Patologia Clínica. 

 O serviço de Patologia Cínica é composto pelos setores de hematologia e 

coagulação, bioquímica geral, imunoquímica (inclui hormonologia, alergologia e 

autoimunidade) e microbiologia geral (inclui micobacteriologia, serologia e biologia 

molecular). Este serviço funciona 24 horas por dia, dando apoio às valências de 

internamento, consulta externa, bloco operatório, cirurgia em ambulatório, hospital de 

dia e serviço de urgência. 

 Neste estudo foram recolhidos os dados demográficos dos pacientes que deram 

entrada no HIP entre Janeiro e Dezembro de 2013 com pedidos de exame bacteriológico 

de urina. Estes dados foram inseridos numa base de dados de vigilância epidemiológica 

de pacientes do CHBV, onde são inseridos diversos dados. O laboratório de 

microbiologia é responsável pelo preenchimento de dados demográficos do paciente, 

como nome, sexo, data de nascimento, números de processo e episódio e serviço 

requisitante. Os dados microbiológicos são também preenchidos pelo laboratório e 

incluem o produto biológico, microorganismo, números da amostra e do exame, data do 

pedido e informação sobre produção de β-lactamases e multirresistência. Nesta base 

de dados estão ainda incluídos dados relativos ao internamento do paciente e 

antibioterapia, cujo preenchimento está a cargo da Comissão de Controlo de Infeção do 

CHBV (Anexo I). 

 

2. Amostra 

Para o presente estudo foram selecionados microorganismos presentes em 

amostras de urina recebidas no laboratório de microbiologia do serviço de Patologia 

Clínica do HIP entre os dias 1 de Janeiro e 31 de Dezembro de 2013, de acordo com os 

seguintes critérios: diagnóstico primário de ITU em paciente com idade igual ou superior 

a 65 anos proveniente unicamente do serviço de urgência, tendo sido excluídos os 

duplicados. A identificação e o perfil de suscetibilidade a antibióticos dos isolados foi 

realizada utilizando o sistema de deteção automático VITEK®2, configurado de acordo 
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com a guideline do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI e pelo software 

VITEK®2 AES (Advanced Expert System) (BioMérieux, Marcy L’Étoile, França). 

 As cartas utilizadas para a identificação de microorganismos Gram-negativos 

(GNI) e para o estudo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos (AST-N192 e 

AST-N222) encontram-se em anexo (anexos III, IV e V respetivamente). As espécies de 

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae foram estudadas para a deteção de ESBL. A 

confirmação da produção de ESBL por estas espécies bacterianas foi efetuada com 

recurso ao método E-test (AB BioMérieux) com tiras de cefotaxima/cefotaxima + ácido 

clavulânico e ceftazidima/ceftazidima + ácido clavulânico, de acordo com as instruções 

do fabricante. 

 No período do estudo foram recebidas no laboratório de microbiologia 2075 

pedidos de exames bacteriológicos de urina. Destas, 540 foram incluídas no presente 

estudo, por se encontrarem de acordo com os critérios pré-estabelecidos. 

 

2.1. Urocultura e identificação bacteriana 

 Ao darem entrada no serviço de Patologia Clínica do HIP, as amostras de urina 

passam pela zona de triagem e são imediatamente encaminhadas ao laboratório de 

microbiologia. Aqui, as amostras são semeadas em meios de cultura selecionados, de 

acordo com as normas do serviço, e incubadas a 35ºC durante 18-24h. A urocultura é 

realizada em meio agar CLED (do inglês Cystine Lactose Eletrolyte Deficient), específico 

para as urinas e que permite o crescimento de microorganismos aeróbios e 

microaerofílicos. Sendo um meio com elevada quantidade de substâncias nutritivas e 

por não possuir substâncias inibidoras, o agar CLED é considerado o meio de cultura 

universal para urina. Este meio é não seletivo mas diferencial, permitindo boa 

diferenciação entre as bactérias fermentadoras de lactose (colónias de cor amarela) e 

bactérias não fermentadoras (colónias de cor azul). Devido ao défice de eletrólitos este 

meio limita a proliferação de espécies de Proteus, evitando o swarming característico 

destas bactérias.  

 A identificação bacteriana dos isolados é efetuada tendo em conta as 

características morfológicas das colónias, o exame direto através da coloração de Gram, 

segundo o protocolo descrito no anexo II, e a carta de identificação VITEK®2 de Gram-

negativos. De salientar que, tal como referido no capítulo II.1. Infeções do trato urinário, 

a identificação bacteriana e o respetivo TSA só são realizados quando se verifica uma 

bacteriúria significativa por uma estirpe, de acordo com a Tabela 5. Nos restantes casos, 

o crescimento bacteriano é desvalorizado. Para a identificação, a coloração de Gram é 

o primeiro passo a ser efetuado uma vez que permite a diferenciação das bactérias 
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quanto à forma, em bacilos ou cocos, e quanto à estrutura da membrana e parede 

celular, em bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas. O resultado da coloração de 

Gram permite a escolha e utilização de um tipo de carta de identificação VITEK®2.  

A identificação da espécie bacteriana e respetivo TSA são feitos com recurso 

aos equipamentos da gama VITEK® (BioMérieux, Marcy L’Étoile, França), que são 

sistemas automatizados onde os inóculos são incubados em cartas de identificação 

criadas para o efeito. A carta de identificação GNI é utilizada com o sistema VITEK® 

para identificação de microorganismos da família Enterobacteriaceae e um grupo 

selecionado de microorganismos Gram-negativos não fermentadores da glucose e 

possui vários poços com agentes bioquímicos, além de um poço de controlo de 

crescimento. O tempo de incubação no sistema VITEK® até à obtenção de uma 

identificação varia entre as 18 e as 24h. 

 

Tabela 5: Avaliação do crescimento bacteriano em urocultura (adaptado de (8)). 

 Número de colónias CFU/mL de urina 

Bacteriúria não significativa <10 <104 

Bacteriúria duvidosa 10-100 ≥104 e <105 

Bacteriúria significativa ≥100 ≥105 

 

 

2.2. Testes de suscetibilidade aos antibióticos (TSA) 

Segundo as normas do laboratório, o TSA é realizado para os microorganismos 

que são responsáveis por um processo infecioso e, como tal, justificam a administração 

de uma terapia antimicrobiana. O TSA baseia-se na determinação da CMI de diferentes 

antibióticos, cada um deles em concentrações derivadas de diluições duplas sucessivas 

e é realizado com o apoio do equipamento VITEK®2, como ilustrado na Figura 4 (77). 

Cada carta de suscetibilidade (AST) contém 64 micropoços com antibióticos 

selecionados em concentrações variadas, liofilizados, pré-medidos e pesados 

individualmente, conjugados com meios de cultura microbianos. Em todas as cartas 

existe um poço de controlo, que não contém nenhum agente antimicrobiano, que 

permite garantir o crescimento do microorganismo. O inóculo que é realizado pelo 

técnico para identificação do microorganismo é suficiente para a realização do 

antibiograma, e deve ter uma densidade, na escala de MacFarland, que varie entre os 

0,5 e 0,65 para bactérias e entre 1,80 e 2,20 para fungos.  

A determinação da CMI de cada um dos antibióticos testados é realizada pelo 

aparelho por monitorização do crescimento em cada um dos poços da carta durante um 
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período de tempo que pode chegar às 18h, no caso das bactérias. Por medição da 

intensidade da luz de cada poço que chega ao leitor ótico o sistema determina qual o 

poço que apresenta crescimento do microorganismo e, no final do tempo de incubação, 

é reportado um resultado interpretativo para cada agente antimicrobiano (Sensível, 

Intermédio ou Resistente), assim como o valor da CMI, de acordo com as normas do 

CLSI. 

 

 

2.3. Teste VITEK®2 para deteção de ESBL 

A carta AST-N192, utilizada para bactérias Gram-negativas tem incorporado um 

teste para deteção de ESBL, denominado teste VITEK®2 ESBL (BioMérieux, Marcy-

L’Etoile, França). Este teste é constituído pelos seguintes antibióticos: cefepime (1 

µg/mL), cefotaxima (0,5 µg/mL), ceftazidima (0,5 µg/mL) e por associações destas 

cefalosporinas com ácido clavulânico, com as concentrações de 1/10 µg/mL, 0,5/4 

µg/mL e 0,5/4 µg/mL, respetivamente. A suspensão contendo o microorganismo em 

estudo foi diluída numa concentração padronizada em 0,45% de solução salina antes 

de ser introduzida na carta. Tal como acontece no TSA, o aparelho monitoriza o 

crescimento em cada um dos poços da parta durante um período de tempo definido, 

findo qual os resultados do teste são determinados para cada antibiótico contido na 

carta. O resultado é considerado positivo quando nos poços que contêm cefalosporinas 

associadas ao ácido clavulânico se verifica uma redução do crescimento bacteriano, em 

relação aos poços que contêm a cefalosporina sem inibidor das β-lactamases. 

 

Figura 4: Diferentes etapas do método automático VITEK®2 (adaptado de (77)). 
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2.4. Método quantitativo E-test 

Todas as estirpes identificadas pelo método descrito anteriormente como 

produtoras de ESBL foram sujeitas ao método quantitativo E-test para confirmação. A 

suspensão bacteriana de densidade 0,5 MacFarland foi semeada em meio de Müeller-

Hinton, com zaragatoa em três planos diferentes. As tiras E-test (AB BioMérieux) 

utilizadas contêm uma combinação de uma cefalosporina e da mesma cefalosporina 

associada ao ácido clavulânico: cefotaxima/cefotaxima + ácido clavulânico (CT/CTL) ou 

ceftazidima/ceftazidima + ácido clavulânico (TZ/TZL) (Figura 5). Estas tiras contêm um 

gradiente de concentração da cefalosporina (numa das extremidades) e da mesma 

cefalosporina associada ao ácido clavulânico (na outra extremidade). Estas tiras de 

plástico são aplicadas no meio inoculado com a suspensão bacteriana, com o auxílio de 

uma pinça, lado a lado, como ilustrado na Figura 5, sendo a placa incubada durante 18 

a 24 horas, a uma temperatura que pode variar entre os 35 e os 37ºC. 

Quando a razão CT/CTL ou TZ/TZL é superior a 8 o resultado é considerado 

positivo. Pelo contrário, quando as razões CT/CTL e TZ/TZL são ambas inferiores a 8 o 

resultado é considerado negativo. Se não for possível estabelecer uma CMI para a 

cefalosporina ou para a cefalosporina + ácido clavulânico, o resultado é não 

determinado, como é possível verificar na Tabela 6. Para garantir a viabilidade do teste 

foram testadas duas estirpes de referência ATCC (American Type Culture Collection): 

Escherichia coli ATCC 25922 (ESBL-negativa) e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

(ESBL-positiva) e os resultados dos testes às estirpes em estudo só foram aceites 

quando o resultado do controlo de qualidade se encontrava dentro dos limites aceitáveis, 

de acordo com os critérios definidos pelo CLSI. 

 

3. Tratamento estatístico 

Os resultados foram analisados com recurso ao software Microsoft Office Excel 

2013®, Microsoft Corporation©. Para análise estatística foi utilizada estatística descritiva 

simples, como a média, desvio padrão e frequências. No decurso deste trabalho foram 

ainda utilizados o software VITEK®2 Advanced Expert System (BioMérieux, Marcy-

L’Etoile, França) e o sistema informático Appolo, para gestão laboratorial do serviço de 

Patologia Clínica do HIP, que permite a consulta do histórico de dados microbiológicos, 

a realização de estatísticas diversas e a gestão de pacientes e requisições. 
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Tabela 6: Guidelines para a interpretação das tiras E-test® ESBL (adaptado de (78)). 

ESBL CMI Resultado 

Positivo CT ≥ 0,5 e CT/CTL ≥ 8 

ou 

TZ ≥ 1 e TZ/TZL ≥ 8 

ou 

zona “fantasma” ou deformação em 

torno da elipse de CT ou TZ 

Estirpe produtora de 

ESBL e resistente a 

penicilinas, 

cefalosporinas e 

aztreonam (de acordo 

com normas CLSI). 

Negativo 

CT < 0,5 ou CT/CTL < 8 

e 

TZ < 1 ou TZ/TZL <8 

Estirpe não produtora 

de ESBL e reportar 

CMIs de antibióticos 

relevantes conforme 

TSA. 

Não determinado 

(ND) CT > 16 e CTL > 1 

e 

TZ > 32 e TZL > 4 

ou 

quando uma tira é ESBL negativa e 

a outra ND 

ESBL não determinável 

e reportar CMIs de 

antibióticos relevantes 

conforme TSA. Se se 

suspeitar de presença 

de ESBL confirmar 

resultados por 

genotipagem. 

 

 

 

  

Figura 5: Configuração das tiras E-test®. a) gradiente de concentração das tiras e escala de leitura da 
CMI. b) disposição invertida das tiras na placa de Petri (adaptado de (78)).  
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1. Caracterização da amostra 

 No presente trabalho foram estudadas 540 amostras de urina, selecionadas de 

acordo com os critérios pré-estabelecidos. Todos os resultados dos exames 

bacteriológicos dos pacientes estudados se encontram na base de dados de vigilância 

epidemiológica do HIP, permitindo assim a consulta e monitorização dos doentes ao 

longo do tempo.  

 Dos 540 pacientes estudados, 60,4% (n=326) são do sexo feminino e apenas 

39,6% (n=214) são do sexo masculino. A maioria dos pacientes apresentava, à data de 

admissão, idades compreendidas entre os 75 e 84 anos (47,4%, n=256) e entre os 85 e 

os 94 anos (33,7%, n=182). Apenas 16,3% (n=88) dos pacientes tinha idades 

compreendidas entre 65 e 74 anos e 2,6% (n=14) dos pacientes apresentavam 95 anos 

ou mais, como se pode extrapolar da Figura 6. A média de idades fixou-se nos 81,5 

anos, com um desvio padrão de 7,2 anos (81,5 ± 7,2). A distribuição de idades por 

género mostra que em todas as faixas etárias existe um predomínio de isolados 

provenientes de indivíduos do sexo feminino, sendo este mais acentuado na faixa etária 

entre os 85 e os 94 anos onde apenas 33,0% (n=60) do total de isolados recolhidos 

nesta faixa etária (n=182) pertencem a indivíduos do sexo masculino. Apesar disto não 

se verificaram diferenças significativas na média de idades dos pacientes masculinos e 

femininos. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Distribuição dos pacientes por faixa etária. 
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2. Caracterização dos isolados microbianos 

Das 540 amostras de urina analisadas, os isolados mais prevalentes foram 

bactérias Gram-negativas, representando esta classe 88,7% do total de isolados 

(n=479). Apenas foram isoladas 29 bactérias Gram-positivas (5,4%) e 32 fungos (5,9%), 

como se pode ver na Figura 7. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nas amostras de urina estudadas foram encontradas um total de 24 espécies 

diferentes, entre bactérias e fungos. De entre os isolados Gram-positivos, a espécie 

mais frequente foi Enterococcus faecalis (n=17), representando 58,6% do total de 

bactérias Gram-positivas. De entre os fungos, a espécie mais prevalente foi a Candida 

albicans (n=20), perfazendo 62,5% do total de fungos. Entre as bactérias Gram-

negativas, as espécies mais isoladas pertencem à família Enterobacteriaceae (n=403), 

sendo as espécies mais frequentes E. coli, que perfaz 51,4% (n=246) do total de 

bactérias Gram-negativas, K. pneumoniae, com 20,9% (n=100) e P. mirabilis, num total 

de 6,4% (n=31). Entre as bactérias Gram-negativas não pertencentes à família 

Enterobacteriaceae destaca-se a P. aeruginosa, com 11,7% (n=56) dos isolados. Na 

Figura 8 é possível analisar a distribuição percentual de isolados Gram-negativos. Neste 

gráfico, a parcela “Outros” representa o conjunto dos isolados que, individualmente, 

contribuíram com menos de 5% para o total de bactérias Gram-negativas, sendo eles: 

Acinetobacter baumannii (2,3%, n=11), Citrobacter freundii (0,8%, n=4), Citrobacter 

koseri (0,2%, n=1), Enterobacter aerogenes (0,2%, n=1), Enterobacter cloacae (0,6%, 

n=3), K. oxytoca (0,8%, n=4), Morganella morganii (1,9%, n=9), Providencia stuartii 

(2,3%, n=11), Salmonella grupo D (0,2%, n=1) e Serratia liquefaciens (0,2%, n=1).  

 

Figura 7: Incidência dos isolados clínicos. 

V.RESULTADOS 



  

47 

 

 

 

 

 

  

  

 

De todos os isolados Gram-negativos estudados, apenas em três espécies se 

verificou a produção de ESBL, num total de 73 estirpes: E. coli, com 13,4% (n=33) dos 

isolados a produzir ESBL, K. oxytoca, com 25% (n=1) e K. pneumoniae, em que 39% 

(n=39) dos isolados se verificaram ser produtores de ESBL. Para este estudo foram 

apenas analisadas as estirpes de E. coli e K. pneumoniae dada a sua maior prevalência 

nas ITUs (Figura 9).  

  

Figura 8: Incidência das principais bactérias Gram-negativas. 

Figura 9: Número de isolados de E. coli e K. pneumoniae produtores e não produtores de ESBL. 
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 Se analisarmos a distribuição das estirpes produtoras de ESBL por género, 

verifica-se que 62,5% (n=45) do total de E. coli e K. pneumoniae produtoras de ESBL 

foram isoladas de pacientes do sexo feminino e apenas 37,5% (n=27) no sexo 

masculino, sendo estes valores significativamente diferentes. Relativamente à 

distribuição destes isolados por faixa etária, é possível dizer que é entre os 85 e os 94 

anos que se encontra a maior percentagem de bactérias produtoras de ESBL (23,1%, 

n=15 para a E. coli e 26,2%, n=17 para K. pneumoniae). Fazendo a distinção também 

por género (Figura 10), tanto em E. coli como em K. pneumoniae o maior número de 

isolados ESBL-positivos no sexo feminino é encontrado em pacientes com idades 

compreendidas entre os 85 e os 94 anos e no sexo masculino entre os 75 e os 84 anos. 

 

 

   

 

3. Perfil de resistência aos antibióticos 

O TSA realizado pelo método automático VITEK®2 utiliza cartas AST que testam 

uma variada gama de agentes antimicrobianos, que diferem dependendo se estamos 

perante uma bactéria Gram-negativa, Gram-positiva ou de fungos. Neste estudo, todos 

os fungos analisados (n=32) revelaram-se sensíveis a todos os antibióticos testados. As 

bactérias Gram-positivas (n=29) apresentaram altas taxas de resistência à eritromicina 

(93,1%) e à clindamicina (89,7%). Contra esta família de bactérias, os TSAs realizados 

mostraram que os fármacos com menores taxas de resistência são a ciprofloxacina, a 

daptomicina, fosfomicina, mupirocina, penicilina-G e tigeciclina, com 0% de taxa de 

Figura 10: Número de isolados produtores de ESBL por género e por faixa etária. 
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resistência nos organismos estudados, e ainda a vancomicina, teicoplanina e a 

nitrofurantoína, todos com taxas de resistência inferiores a 10%.  

De entre os antibióticos testados contra bactérias Gram-negativas (n=479), 

aqueles a que estes microorganismos apresentam mais altas taxas de resistência são, 

como se pode verificar na Figura 11, a ampicilina (59,1%), ciprofloxacina (49,7%), 

cefalotina (47,8%), cotrimoxazol (45,9%), levofloxacina (39,9%), amoxicilina/ácido 

clavulânico (35,3%), cefuroxima-axetil (34,7%) e a nitrofurantoína (34,4%). Em 

contrapartida, nenhum dos microorganismos estudados mostrou resistência contra a 

tigeciclina e apenas 1 (0,2%) apresentou resistência à colistina. Os carbapenemos 

revelaram também elevada taxa de sucesso, sendo que as resistências aos antibióticos 

desta subclasse (ertapenem, meropenem e imipenem) fixaram-se abaixo dos 10% 

(1,3%, 8,6% e 8,4%, respetivamente) (Figura 11). Dos 479 microorganismos Gram-

negativos, 83 revelaram-se sensíveis a todos os antibióticos testados, todos eles da 

espécie E. coli. 

 

Como já referido anteriormente, dada a sua alta taxa de prevalência nas ITUs, 

E. coli e K. pneumoniae serão analisadas detalhadamente no decorrer deste trabalho. 

Do total de 246 E. coli importa distinguir, para efeito do perfil de resistências, aquelas 

que são produtoras de ESBL das não produtoras. As estirpes não produtoras deste tipo 

de β-lactamases (n=213) apresentam taxas de resistência abaixo dos 50% para 

qualquer um dos antibióticos testados, sendo os valores mais elevados registados para 

a ampicilina (45,1%), cefalotina (39,9%), ciprofloxacina (25,4%), cotrimoxazol (25,4%) e 

levofloxacina (24,9%). Estes isolados revelaram 0,0% de resistência à tigeciclina, 

Figura 11: Taxas de resistência aos antibióticos entre as bactérias Gram-negativas. 
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ticarcilina, ticarcilina/ácido clavulânico, rifampicina, piperacilina, minociclina, colistina, 

cefepime, aztreonam e ainda aos carbapenemos (ertapenem, meropenem e imipenem), 

como é possível ver na Figura 12. As taxas de resistência aumentam drasticamente nos 

isolados produtores de ESBL (n=33), verificando-se 100% de resistência à cefalotina, 

cefuroxima-axetil e cefuroxima-sódica, 97% de resistência à ampicilina, cefotaxima, 

ciprofloxacina e levofloxacina, 87,9% de resistência na associação de amoxicilina e 

ácido clavulânico e o mesmo valor para a ceftazidima (Figura 12). Nestes isolados, os 

antibióticos com menores taxas de resistência são, um pouco à semelhança do que 

acontece nos isolados não produtores de ESBL, a tigeciclina, ticarcilina, ticarcilina/ácido 

clavulânico, rifampicina, piperacilina, minociclina, colistina, cefepime, aztreonam, 

pefloxacina e ainda aos carbapenemos (ertapenem, meropenem e imipenem), como se 

pode comprovar pela Figura 12. 

Dos 100 isolados de K. pneumoniae recolhidos durante o período de estudo 

verifica-se que, à semelhança do que acontece com as estirpes de E. coli, as taxas de 

resistência aos antibióticos testados são superiores nos isolados produtores de ESBL 

(n=39) em relação aos não produtores (n=61) (Figura 13). No entanto, esta relação não 

se verifica para a ampicilina, em que em ambos os casos, e como esperado,100% dos 

isolados são resistentes ao antibiótico, uma vez que esta espécie possui uma β-

lactamase cromossomal que lhe confere resistência natural à ampicilina (79). Nos 

isolados não produtores de ESBL as maiores taxas de resistência verificam-se para a 

ampicilina (100%), nitrofurantoína (78,7%), ciprofloxacina (55,7%), levofloxacina 

(54,1%), tobramicina (49,2%), cefalotina (44,3%), cefuroxima-axetil (42,6%), 

Figura 12: Taxas de resistência dos isolados de E. coli, produtores e não produtores de β-lactamases, aos antibióticos 

testados. 

V.RESULTADOS 



  

51 

 

cotrimoxazol (41,0%) e gentamicina (41,0%). Nestas estirpes os antibióticos que 

apresentaram os melhores resultados foram a tigeciclina, com 0% de resistência, 

aztreonam, cefepime, colistina, imipenem, meropenem, minociclina, pefloxacina, 

piperacilina, rifampicina, ticarcilina e ticarcilina/ácido clavulânico, todos com resistências 

fixadas em 1,6%, como é possível extrapolar da Figura 13. Já nos isolados produtores 

de ESBL as maiores taxas de resistência observaram-se nas cefalosporinas, com 

exceção do cefepime, ao qual nenhum isolado apresenta resistência. As restantes 

cefalosporinas apresentam taxas que variam entre os 94,9% para a ceftazidima e os 

100% para a cefalotina (97,4% para a cefuroxima-axetil, cefuroxima-sódica e 

cefotaxima) (Figura 13). Além das cefalosporinas, as estirpes produtoras de ESBL 

apresentam altas taxas de resistência à levofloxacina (92,3%), amoxicilina/ácido 

clavulânico (89,7%), nitrofurantoína (87,2%) e tobramicina (82,1%). As menores taxas 

de resistência verificam-se para a amicacina (2,6%), ertapenem (7,7%), aztreonam, 

cefepime, colistina, imipenem, meropenem, minociclina, pefloxacina, piperacilina, 

rifampicina, ticarcilina, ticarcilina/ácido clavulânico e tigeciclina, todos estes com 0,0% 

de resistência (Figura 13).  

 Se compararmos o perfil de resistências entre as estirpes de E. coli e de K. 

pneumoniae (Figura 14 e Figura 15) verificamos que, nos isolados não produtores de 

ESBL (Figura 14), as taxas de resistência de K. pneumoniae são superiores às de E. 

coli para todos os antibióticos testados, sendo as diferenças mais notórias verificadas 

para a amicacina, associação amoxicilina/ácido clavulânico, ampicilina, cefuroxima-

axetil, ciprofloxacina, gentamicina, levofloxacina, nitrofurantoína, 

piperacilina/tazobactam e tobramicina (Figura 14). 

Figura 13: Taxas de resistência dos isolados de K. pneumoniae, produtores e não produtores de β-lactamases, aos 

antibióticos testados. 
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 Nos isolados destas duas espécies produtores de ESBL, apenas para oito dos 

antibióticos testados, as estirpes de K. pneumoniae apresentam percentuais de 

resistência superiores à E. coli, sendo eles a amoxicilina/ácido clavulânico, ampicilina, 

cefotaxima, ceftazidima, gentamicina, nitrofurantoína, piperacilina/tazobactam e 

tobramicina, como se pode ver na Figura 15. Mesmo assim, as taxas de resistência dos 

isolados das duas espécies à amoxicilina/ácido clavulânico, ampicilina, todas as 

cefalosporinas, cotrimoxazol e levofloxacina apresentam valores muito similares. Estas 

duas espécies apresentam ainda 0,0% de resistência a aztreonam, cefepime, colistina, 

imipenem, meropenem, minociclina, piperacilina, rifampicina, ticarcilina, ticarcilina/ácido 

clavulânico e tigeciclina, sendo que E. coli apresenta ainda total sensibilidade ao 

ertapenem (Figura 15). 

  

Figura 14: Taxas de resistência dos isolados de E. coli e K. pneumoniae ESBL- aos antibióticos testados. 
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Figura 15: Taxas de resistência dos isolados de E. coli e K. pneumoniae ESBL+ aos antibióticos testados. 
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Dicussão  

As ITUs causadas por Enterobacteriaceae produtoras de ESBL têm vindo a 

aumentar nos últimos anos e são, atualmente, um forte motivo de preocupação para os 

profissionais de saúde de todo o mundo, uma vez que as altas taxas de resistência aos 

agentes antimicrobianos apresentadas por estes isolados leva ao crescimento das taxas 

de mortalidade e morbilidade nos pacientes infetados (12,13,57). Inicialmente 

encontradas em ambiente hospitalar, dada a grande pressão seletiva causada pelos 

antibióticos, estas estirpes multirresistentes, isto é, resistentes a pelo menos três 

classes de antibióticos, estão também já disseminadas na comunidade, nomeadamente 

em lares de idosos, sendo um motivo extra de preocupação para os clínicos (66). Assim, 

é crucial a monitorização individualizada destes doentes, do ponto de vista terapêutico 

e epidemiológico de forma a controlar a disseminação destas estirpes. É neste ponto de 

vista que a base de dados de vigilância epidemiológica criada no CHBV é de importância 

extrema, permitindo a qualquer altura a consulta de dados de um determinado doente, 

sejam eles introduzidos pelo laboratório de microbiologia ou pela CCI. Esta base 

multidisciplinar é preenchida e analisada diariamente, de forma a possibilitar a 

introdução de novos dados ou atualizar campos existentes, para que a sua utilização 

seja cada vez mais simples e objetiva. Além disso, esta ferramente permite a aplicação 

de filtros que possibilitam a visualização da evolução de um determinado doente, desde 

a sua entrada no hospital no que respeita aos microorganismos isolados, resistências, 

antibioterapia empírica inicial e posterior antibioterapia dirigida. Esta informação pode 

ser fornecida ao clínico sempre que solicitada, permitindo melhor adequação da 

terapêutica empírica para aquele paciente num episódio similar no futuro. 

 Neste trabalho foram estudadas as amostras de urina de pacientes do serviço 

de urgência do HIP com mais de 65 anos, com um diagnóstico primário de ITU. A 

distribuição das 540 amostras recolhidas por género traduz aquilo que está 

documentado na literatura, havendo um predomínio de pacientes do sexo feminino 

(60,4%). Como referido no ponto 2.1. desta dissertação, as ITUs têm maior incidência 

em pacientes do sexo feminino, por fatores anatómicos do aparelho reprodutor das 

mulheres, acentuando-se após a menopausa (15,80). 

A escolha da faixa etária a trabalhar neste estudo foi realizada tendo em conta 

diversos fatores relacionados com a incidência e gravidade das ITUs na população. Em 

primeiro lugar, a esperança média de vida está a aumentar em ambos os géneros, 

levando a um aumento da população idosa a nível mundial (81,82). Nestas faixas 

etárias, as doenças infeciosas são um grave problema de saúde, sendo responsáveis 

por um terço das mortes (82). Destas, as ITUs são uma das infeções mais comuns, 
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sejam elas adquiridas na comunidade ou associadas aos cuidados de saúde e estão 

associadas com elevadas taxas de mortalidade e morbilidade (83,84). A população 

geriátrica é, só por si, mais suscetível a desenvolver ITUs devido a complicações 

associadas ao envelhecimento, como é o caso do sistema imunitário mais fragilizado, 

mobilidade reduzida, incontinência, má nutrição, diabetes, demência e acidentes 

vasculares cerebrais, que levam ao descuido nos cuidados de higiene (82). Além destes 

fatores, nos idosos, devido a alterações funcionais e estruturais, a maioria das ITUs são 

complicadas e apresentam sintomas atípicos, dificultando o diagnóstico atempado (85). 

A maioria da amostra estudada insere-se na faixa etária entre os 75 e os 84 anos 

(47,4%), sendo a faixa etária menos representada aquela que compreende pacientes 

com mais de 94 anos, contemplando apenas 2,6% do total. 

A distribuição percentual dos isolados nas urinas estudadas revela um 

acentuado predomínio de bactérias Gram-negativas em relação a bactérias Gram-

positivas e fungos. De facto, as bactérias Gram-negativas, nomeadamente da família 

Enterobacteriaceae são descritas por diversos autores como os principais agentes 

causadores de ITUs, podendo representar mais de 80% dos casos (7,9,16). Os 

resultados deste trabalho corroboram os dados descritos na literatura, tendo sido 

isoladas 403 bactérias desta família, representando mais de 84% do total de bactérias 

Gram-negativas e quase 75% do total de isolados. De entre as bactérias Gram-positivas 

isoladas a espécie mais isolada foi E. faecalis e de entre os fungos, C. albicans. No 

global, neste estudo, os microrganismos mais isolados foram E. coli (n=246), que perfaz 

46% do total de isolados, seguida de K. pneumoniae (n=100), P. aeruginosa (n=56), P. 

mirabilis (n=31), C. albicans (n=20) e E. faecalis (n=17). 

Nos últimos anos têm sido realizados diversos estudos entre a comunidade 

científica que incidem na etiologia de ITUs adquiridas na comunidade em que os 

resultados mostram, inequivocamente, que E. coli é o agente mais frequentemente 

causador deste tipo de infeções (24,86–92). Num estudo de vigilância levado a cabo 

entre 2000 e 2009, em Aveiro, Portugal, onde foram analisadas 155597 amostras de 

pacientes em regime de ambulatório, das quais 18797 tiverem exame microbiológico 

positivo, os resultados mostram que E. coli foi responsável por 64,5% dos casos, contra 

apenas 6,0% de S. aureus, 4,7% de P. mirabilis, 4,3% de Klebsiella spp., 3,6% de E. 

faecalis e 2,4% de P. aeruginosa (88). Neste estudo de Linhares et al. é ainda possível 

perceber que os indivíduos com 65 anos ou mais são responsáveis por 38,6% do total 

de ITUs, com maior prevalência nas mulheres, em todas as faixas etárias. Se nos 

centrarmos nas percentagens de isolados apenas nos idosos, a tendência é um pouco 

diferente do global do estudo, obtendo-se um perfil um pouco mais idêntico ao obtido no 

presente trabalho, com os isolados de Klebsiella spp. a surgirem logo atrás de E. coli 
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como os isolados mais frequentes, ainda assim com uma percentagem muito inferior à 

apresentada no presente trabalho, perfazendo apenas 6,3% dos casos. Nesta faixa 

etária, a distribuição dos principais isolados é a seguinte: E coli, 66,2%; Klebsiella spp., 

6,3%; S. aureus, 5,0%; P. mirabilis, 4,8%; E. faecalis, 4,3% e P. aeruginosa, 4,2% (88). 

Em 2007, Carlos Correia, et al. (86) publicaram um estudo sobre a etiologia das ITUs 

na Unidade Hospitalar de Bragança, Portugal, onde foram reportados os resultados de 

428 exames bacteriológicos de urina positivos em pacientes em regime de ambulatório. 

Mais uma vez, E. coli é o microorganismo mais isolado, com 70,6% do total, seguindo-

se Klebsiella spp. (8,6%), P. mirabilis (4,9%), P. aeruginosa (4,4%) Enterococcus spp. 

e Staphylococcus spp., com 3,5% cada.   

Fora do nosso país têm sido também reportados diversos estudos 

epidemiológicos com resultados semelhantes aos obtidos em Portugal. Na Europa, em 

Itália, Enrico Magliano et al. (91) reportaram, em 2011, resultados de um estudo onde 

concluem sobre a etiologia das ITUs adquiridas na comunidade. Mais uma vez, E. coli 

é o microorganismo mais isolado, seguindo-se K. pneumoniae, E. faecalis, P. mirabilis 

e P. aeruginosa (91). No Kuwait, um grupo de investigadores determinou o perfil 

bacteriano de ITUs adquiridas na comunidade num hospital local durante 3 anos (2005 

a 2007) e os resultados mostram que E. coli é o microorganismo mais isolado, 

perfazendo 54,9% dos casos (89). Curiosamente, neste hospital, o segundo 

microorganismo mais frequentemente isolado é o Streptococcus agalactiae, com 12,7% 

e só de seguida aparece K. pneumoniae, perfazendo 10,8% do total de ITUs adquiridas 

na comunidade. A elevada percentagem de isolados de S. agalactiae já anteriormente 

tinha sido descrita neste país, e parece estar relacionada com o alto número de 

pacientes com diabetes mellitus, uma vez que esta doença é um fator predisponente ao 

aparecimento de infeções por esta espécie em adultos (89). De facto, apesar de E. coli 

ser definitivamente o uropatogéneo mais comum, as restantes espécies mais 

frequentemente isoladas diferem dependendo da área geográfica em questão, como se 

pode também notar nos estudos de Akoachere  et al. (90), Bahadin, J, et al. (92) e 

Akram, M et al. (93), mostrando uma distribuição desigual dos uropatogéneos na 

comunidade. 

 As estirpes produtoras de ESBL preocupam os profissionais de saúde de todo o 

mundo. Na Europa, os casos de infeções por estas estirpes têm aumentado 

drasticamente desde a sua descoberta na década de 1980 (75). Inicialmente as ESBL 

mais encontradas pertenciam às famílias TEM e SHV, em K. pneumoniae isoladas em 

pacientes internados, causando surtos nosocomiais. No entanto, atualmente, estas 

enzimas são também frequentemente encontradas em E. coli, com uma rápida 

emergência das ESBL do tipo CTX-M, não estando só restritas a ambientes hospitalares 
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mas disseminadas pela comunidade (75). Assim, neste estudo foi avaliada a (não) 

produção destas enzimas nas espécies causadoras de ITUs através dos dois métodos 

referidos na secção anterior (cf. secção V. Resultados). Os resultados mostram que 

39% (n=39) do total de K. pneumoniae são produtoras deste tipo de enzimas, contra 

13,4% (n=33) quando nos referimos à E. coli. O número de estirpes produtoras desta 

classe de β-lactamases têm aumentado drasticamente ao longo dos anos, 

principalmente na última década. Em 1999, um grupo de investigadores espanhóis levou 

a cabo um estudo sobre a suscetibilidade aos antimicrobianos de isolados obtidos de 

pacientes com ITUs adquiridas na comunidade e, de 2798 estirpes diferentes, apenas 

7 estirpes de E. coli eram produtoras de ESBL (94). No entanto, no mesmo país, mas 

uma década depois, em 2009, 6% (n=162) do total de E. coli revelaram-se produtoras 

de ESBL e em 2010 o número subiu para 7% (n=210), segundo o estudo de Briongos-

Figuero et al. (95). De ressalvar que este estudo englobou pacientes hospitalizados e 

vindos da comunidade, tornando mais difícil a perceção da disseminação destes 

isolados apenas entre doentes não hospitalizados. No entanto, um trabalho com a 

duração de 10 anos, entre 1994 e 2004, neste mesmo país, por Javier Ena et al. (96) 

mostra precisamente que houve um drástico aumento no número de E. coli produtoras 

de ESBL em ITUs na comunidade. Os investigadores concluem que o número de E. coli 

ESBL-positivas subiu de 2 por ano (0,20%) para 89 (5,52%), mostrando a crescente 

disseminação na comunidade (96). No Brasil, em 2007, Aldalise Lago et al. (97) levaram 

a cabo um estudo sobre a produção de ESBL entre as bactérias da família 

Enterobacteriaceae em pacientes internados. De 1546 isolados, 208 produtores 

revelaram-se produtores destas enzimas, representando 13,5% do total. Destas, 

aproximadamente 38% foram isoladas de amostras de urina. E. coli foi a espécie com 

maior número de isolados ESBL-positivos, representando 46,2% destes, seguindo-se o 

género Enterobacter, com 30,3%. Neste trabalho, apenas 2,4% das bactérias do género 

Klebsiella se revelaram produtoras de ESBL (97). 

Na Arábia Saudita um grupo de investigadores levou a cabo, entre Janeiro de 

2004 e Dezembro de 2005, um trabalho de investigação para determinar a prevalência 

de E. coli e K. pneumoniae produtoras de ESBL num hospital local (98). Os resultados 

mostram que 4,5% do total de isolados recolhidos nesses dois anos de pacientes vindos 

da comunidade (266/5823) produzem esta classe de enzimas, sendo E. coli responsável 

por 88% dos casos. Entre o total de E. coli nestes pacientes, 4.8% revelou-se produtora 

de ESBL, contra 3,1% do total de K. pneumoniae. Apesar deste estudo ter sido realizado 

com recurso a várias amostras biológicas, os autores salientam que 74,4% dos casos 

de produtores destas enzimas entre os isolados vindos da comunidade foi isolado de 

amostras de urina (98). Em 2011, um grupo de investigadores publicou um estudo 
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levado a cabo no Paquistão entre 2007 e 2008, num total de 19 meses (99). Os 

resultados mostram que, de 260 E. coli isoladas, aproximadamente 39% era ESBL-

positiva, assim como 26% dos 40 isolados de Klebsiella spp., sendo que a maioria das 

amostras eram de urina, em pacientes com ITUs, tanto provenientes de internamento 

como da comunidade (99). O Paquistão é, de facto, um país com elevadas taxas de 

prevalência de isolados produtores de ESBL não só na população adulta como também 

nas crianças. Entre Junho de 2009 e Dezembro de 2010 Hasan Ejaz et al. (100) 

realizaram um estudo epidemiológico num hospital pediátrico local e concluíram que 

57,4% do total de E. coli e 71,7% do total de K. pneumoniae isoladas de urina dos 

pacientes internados apresenta fenótipo de multirresistência aos antibióticos devido à 

presença de ESBL (100). Mais recentemente, em 2013, um grupo de investigadores do 

Bangladesh publicou os resultados de um estudo com a duração de 12 meses realizado 

entre 2010 e 2011 em amostras de urina de pacientes internados e vindos da 

comunidade, com diagnóstico de ITU (101). Os dados mostram que, dos 114 isolados 

de E. coli recolhidos no período de estudo, 53,5% é produtor de ESBL. A percentagem 

de Klebsiella spp. produtoras destas enzimas é ainda superior, chegando perto dos 

73%, seguindo-se os géneros Enterobacter, com 66,7% e Pseudomonas spp. e 

Acinetobacter spp., com 20% cada (101). Nos EUA, Yohei Doi et al. realizaram uma 

investigação para inferir sobre isolados de E. coli produtores de ESBL responsáveis por 

infeções adquiridas na comunidade (102). No estudo, levado a cabo entre 2009 e 2010, 

foram analisadas 291 amostras de pacientes provenientes da comunidade (36,8%) ou 

com 48h ou menos de hospitalização (63,2%). A maioria das infeções adquiridas na 

comunidade são ITUs (81,5%, n=75). De todas as E. coli ESBL-positivas provenientes 

de pacientes da comunidade (n=104), 91,3% (n=95) produzem enzimas do tipo CTX-M. 

Em Portugal, um estudo realizado entre Março de 2004 e Março de 2006, com 

isolados de E. coli recolhidos em 9 hospitais de 3 regiões diferentes mostra que, do total 

de 181 isolados, 65,7% (n=19) produz ESBLs do tipo CTX-M (103). Estas estirpes são 

de alta prevalência em infeções adquiridas na comunidade (56%), ITUs (76%) e 

pacientes com mais de 60 anos (76%) (103). Outro estudo, levado a cabo por S. Ferreira 

et al. no HIP, em Aveiro, entre 2008 e 2010 (104) mostrou que, de 15843 isolados, foram 

detetados fenótipos ESBL em 222 E. coli e 263 K. pneumoniae, provenientes 

maioritariamente de amostras de urina, sangue e secreções brônquicas. Através de 

testes de biologia molecular, os autores verificaram que a maioria destas estirpes 

produzia ESBL do tipo CTX-M (104). Mais tarde, entre 2011 e 2012, outro estudo levado 

a cabo em Aveiro (105) centrou-se nas ITUs em pacientes da comunidade. Dos 272 

isolados incluídos no trabalho, as espécies mais prevalentes foram K. pneumoniae, com 

35,7% do total de isolados, seguida de E. coli, com 29,8%. Foi detetado um fenótipo 
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ESBL em 82,5% do total de K. pneumoniae e em 44,4% do total de E. coli (105). Estes 

valores de prevalência de estirpes produtoras de ESBL em Aveiro são altos e motivo de 

preocupação. No entanto, desde 2011 tem-se verificado um acentuado decréscimo 

tanto na percentagem de E. coli como de K. pneumoniae ESBL-positivas. Como se pode 

verificar pelo estudo (106), que inclui os resultados deste trabalho, em 2011 a 

percentagem de E. coli com fenótipo ESBL em idosos com ITUs provenientes da 

comunidade era de 44,4%, tendo este valor descido para 12,1% em 2013. Já quando 

nos referimos a K. pneumoniae o decréscimo é ainda mais acentuado, variando entre 

82,5% em 2011 e 38,7% em 2013 (106). De ressalvar que os valores aqui apresentados 

para o ano de 2013 não coincidem com os apresentados na secção V. Resultados do 

presente trabalho pois não contemplam o mês de Dezembro de 2013.  

Os resultados do presente trabalho mostram, assim, que K. pneumoniae é a 

estirpe com maior percentagem de ESBL-positivos. De facto, E. coli e as bactérias do 

género Klebsiella são, de todas as Enterobacteriaceae aquelas que apresentam mais 

fenótipos de resistência causados por ESBL. Estes dados mostram ainda que, 

dependendo da localização geográfica, as β-lactamases de espetro estendido se 

encontram mais disseminadas numas espécies em detrimento de outras, reforçando, 

mais uma vez, a importância de estudos locais de epidemiologia para monitorizar estas 

espécies e impedir a sua propagação desmedida. 

Apesar da prevalência de estirpes produtoras de ESBL ser elevada, a sua 

distribuição entre os géneros é desigual. Assim, no presente trabalho, verificou-se uma 

maior prevalência destes isolados em pacientes do sexo feminino (62,5%) em relação 

ao sexo masculino (37,5%). De facto esta distribuição encontra-se amplamente 

referenciada na literatura (97–99,101,103,107). Como exemplos, Riaz et al. (99) 

reportam, no seu estudo, prevalências de E. coli ESBL-positivas de 60% nas mulheres 

e 40% nos homens. No caso das espécies de Klebsiella ESBL-positivas esta diferença 

de prevalência entre géneros é mais ténue, fixando-se nos 55%-45%, com predomínio 

de pacientes do sexo feminino (99). Num outro trabalho publicado em 2006 (96) os 

autores reportam que os pacientes do género masculino são responsáveis por apenas 

36% do total de E. coli ESBL-positivas, na amostra estudada. Esta discrepância entre 

sexos está diretamente relacionada com a maior prevalência de ITUs no sexo feminino 

por diversos fatores que já foram referenciados ao longo desta dissertação. No entanto, 

se nos reportarmos apenas a infeções nosocomiais por E. coli produtoras de ESBL, 

alguns autores referem o maior predomínio destes casos em pacientes do sexo 

masculino (102). 

Quanto à distribuição dos isolados produtores de ESBL por faixa etária, neste 

trabalho verifica-se um predomínio de E. coli e K. pneumoniae ESBL-positivas em 
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pacientes na faixa etária entre os 85 e os 94 anos para o sexo feminino e entre os 75 e 

os 84 anos para o sexo masculino. De facto, a idade avançada é um dos vários fatores 

de risco que predispõem ao aparecimento de infeções por Enterobacteriaceae 

produtoras desta classe de β-lactamases. Segundo diversos autores, a idade avançada, 

hospitalizações recentes, uso de antibióticos nos dois meses anteriores, diabetes 

mellitus, utilização de cateteres urinários e viver em lares de idosos são alguns dos 

fatores de risco mais frequentemente associados a ITUs por Enterobacteriaceae ESBL-

positivas (95,96). 

A determinação do perfil de resistência aos antimicrobianos é um passo 

fundamental para a escolha adequada da terapia antibiótica a administrar a um 

determinado paciente. Atualmente, as elevadas taxas de resistência que os 

microorganismos têm a estes fármacos representa um grande motivo de preocupação 

para os profissionais de saúde, levando a um aumento das falhas terapêuticas e 

consequente aumento das taxas de mortalidade por doenças causadas por bactérias. 

Tendo também em consideração que, no caso das ITUs, há normalmente a 

administração de uma terapia antibiótica empírica antes dos resultados da identificação 

e TSA serem dados, é importante a realização de estudos locais de monitorização das 

taxas de resistência dos microorganismos mais comummente causadores destas 

infeções, de forma a adequar a terapia empírica (108). 

De entre os países europeus, Portugal é um dos que apresenta maiores taxas 

de resistência aos antibióticos, uma realidade contrastante com a dos países nórdicos 

(109). Além disso, segundo dois estudos, levados a cabo em 2002 (109) e 2008 (110), 

os antibióticos β-lactâmicos são os mais utilizados no nosso país, reforçando a 

importância da monitorização das taxas de resistência aos mesmos. Neste trabalho 

verificou-se são precisamente os antibióticos desta família que estão entre aqueles às 

quais as bactérias Gram-negativas apresentam maiores taxas de resistência 

(ampicilina, 59,1%; cefalotina, 47,8%; amoxicilina/ácido clavulânico, 35,3% e 

cefuroxima-axetil, 34,7%). Em contraste, os carbapenemos, tigeciclina e colistina 

revelaram-se bastante eficazes, com taxas de resistência bem abaixo dos 10%, 

destacando-se a colistina, onde apenas 1 isolado, dos 479 Gram-negativos, se revelou 

resistente. De facto, a colistina é apenas utilizada quando mais nenhum outro antibiótico 

está disponível, dados os seus graves efeitos secundários (111,112). Isto pode assim 

explicar a quase inexistência de resistência a este fármaco, uma vez que as bactérias 

não estão sujeitas a pressão seletiva do mesmo. 

Quando particularizamos e nos reportamos apenas a E. coli e K. pneumoniae, 

importa distinguir as taxas de resistência dos isolados produtores de ESBL daqueles 

que não produzem este mecanismo de resistência. Assim, como esperado, as estirpes 
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não produtoras de ESBL apresentam menores taxas de resistência que, para E. coli, se 

fixam abaixo dos 50% para todos os antibióticos testados. No caso de K. pneumoniae, 

as estirpes não produtoras apresentam, ainda assim, altas taxas de resistência para 

vários antibióticos, nomeadamente ampicilina, nitrofurantoína, ciprofloxacina e 

levofloxacina, todas acima dos 50%. Comparando agora as taxas de resistência das 

estirpes de E. coli e K. pneumoniae produtoras de ESBL, verifica-se que, para 8 dos 

antibióticos testados, K. pneumoniae apresenta taxas de resistência superiores à E. coli. 

No entanto os resultados mostraram-se muito idênticos entre estas duas espécies, 

nomeadamente para a amoxicilina/ácido clavulânico, ampicilina, todas a cefalosporinas, 

cotrimoxazol e levofloxacina. De realçar a total sensibilidade (0% de resistência) dos 

isolados ESBL-positivos ao aztreonam, cefepime, colistina, imipenem, meropenem, 

minociclina, piperacilina, rifampicina, ticarcilina, ticarcilina/ácido clavulânico e tigeciclina. 

Atendendo ao fenótipo característicos das estirpes produtoras de ESBLs seria de 

esperar uma diminuição da taxa de resistência de uma penicilina associada a um inibidor 

destas enzimas, quando comparada com a penicilina isolada. De facto, os resultados 

deste estudo comprovam isso mesmo, verificando-se que, para E. coli ESBL+ apresenta 

97% de taxa de resistência à ampicilina, sendo este valor mais baixo para a combinação 

amoxicilina/ácido clavulânico (87,9%). A mesma relação é verificada nos isolados de K. 

pneumoniae ESBL+. O decréscimo da resistência é ainda mais acentuado para a 

associação piperacilina/tazobactam, onde para E. coli ESBL+ se verificou 30,6% de 

resistência, contra 79,5% em K. pneumoniae ESBL+. No entanto, estes valores são 

ainda elevados, o que pode ser explicado pela presença de outro mecanismo de 

resistência acoplado à produção de ESBL, que se traduza na resistência à associação 

da penicilina com o inibidor da β-lactamase. 

Além da resistência aos antibióticos β-lactâmicos, característica das estirpes 

produtoras de β-lactamases, os isolados ESBL-positivos apresentaram também altas 

taxas de resistência ao cotrimoxazol (>70% para E. coli e K. pneumoniae) e às 

quinolonas (exceto pefloxacina), em que se observaram resistências acima dos 90%, 

quer para E. coli quer para K. pneumoniae. Estes valores são preocupantes uma vez 

que, segundo o Guidelines on urological infections, da European Association of Urology 

(8), estas duas classes de antibióticos (quinolonas e cotrimoxazol) são duas das mais 

utilizadas no tratamento empírico de uma ITU, embora esteja definido que o 

cotrimoxazol não deve ser utilizado em áreas em que a resistência de E. coli seja 

superior a 20% (8), como se verificou neste trabalho. Este antibiótico tem vindo a sofrer, 

na última década, um aumento exacerbado da taxa de resistência nos isolados vindo da 

comunidade, tendo sido reportados casos um pouco por todo o mundo (113,114). Nos 

EUA, um estudo levado a cabo por Gupta et al. (114), mostrou que a resistência ao 
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cotrimoxazol em E. coli em mulheres com ITUs não complicadas duplicou num período 

temporal de 4 anos (1992-1996), passando de 9 a 18% (114). Em Israel a taxa de 

resistência a este fármaco chegava já perto dos 50%, em 1995 (115). A resistência ao 

cotrimoxazol parece ser característica dos países em desenvolvimento (70% na 

América Latina) e estar relacionada com o uso deste antibiótico quer em humanos quer 

na veterinária, aumentando a pressão seletiva (113). No presente trabalho, a resistência 

encontrada ao cotrimoxazol por parte do total de E. coli, independentemente de ser 

produtora ou não de ESBLs foi de 32,5% (dados não apresentados), bem acima do 

limite estabelecido para a não-utilização deste antibiótico no tratamento de ITUs, 

impedindo a utilização do mesmo empiricamente, nesta região geográfica, sob o risco 

de falência terapêutica, como defendem Raz et al. num trabalho publicado já neste ano 

de 2014 (113). Quanto à resistência às quinolonas em estirpes produtoras de ESBL, 

este fenótipo é relativamente recente no nosso país. De facto, foi apenas em 2010 que 

foi reportado o primeiro isolado de K. pneumoniae ESBL também resistente às 

quinolonas (116). Neste estudo, levado a cabo por Ferreira, S. et al., em isolados 

provenientes do serviço de medicina intensiva do HIP, é demonstrada a presença, no 

mesmo plasmídeo, de genes de resistência às quinolonas (qnrA1 e qnrB4) e genes que 

codificam para ESBL (116). Esta associação permite assim explicar a resistência a estas 

duas classes de fármacos e foi também já reportada em 2006, no trabalho de Bermejo 

et al. (117). Mais uma vez, os resultados deste estudo são motivo de preocupação uma 

vez que estes isolados são unicamente provenientes da comunidade e apresentam 

resistência às quinolonas em alto nível, juntamente com a produção de ESBL. 

Outro antibiótico também amplamente usado para tratar ITUs, nomeadamente 

cistites agudas não complicadas é a nitrofurantoína. A nitrofurantoína pertence à classe 

dos nitrofuranos e é muitas vezes utilizada como profilaxia para ITUs (8). No entanto, 

segundo reportado na literatura, este antibiótico é mais eficaz nas estirpes de E. coli do 

que em K. pneumoniae (15). Os resultados deste trabalho corroboram estes dados, 

podendo-se constatar que, para as estirpes não produtoras de ESBL, as taxas de 

resistência a este fármaco fixam-se nos 8,5% para E. coli e 75,7% para K. pneumoniae. 

Nas estirpes produtoras destas β-lactamases a relação mantém-se, havendo um 

aumento da percentagem de resistência em ambas as espécies (24,2% para E. coli e 

74,2% para K. pneumoniae). Um estudo publicado em 2012 (118) conclui que a 

nitrofurantoína pode ser uma alternativa terapêutica viável no tratamento de ITUs 

causadas por E. coli produtoras de ESBL, dada a sua baixa taxa de resistência (118), 

tal como verificado no presente trabalho, e pode ser utilizada empiricamente em 

substituição do cotrimoxazol e/ou fluoroquinolonas (118,119) que, segundo os 

resultados do presente trabalho, apresentam altas taxas de resistência na comunidade. 
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No que respeita aos aminoglicosídeos, nomeadamente a amicacina, neste 

trabalho verificou-se uma taxa de resistência muito baixa nos isolados de K. 

pneumoniae, quer nos produtores de ESBL quer nos não produtores (2,6% e 3,3%, 

respetivamente). Por oposição, as estirpes de E. coli produtoras de ESBL apresentam 

uma taxa de resistência à amicacina de 57,6%, contra os apenas 0,9% ocorridos nos 

isolados não produtores. Um estudo publicado recentemente e levado a cabo na 

Noruega (120), mostrou que, naquele país, a resistência a esta classe de antibióticos 

em isolados de E. coli e Klebsiella spp. é sobretudo causada pela presença de enzimas 

de modificação de aminoglicosídeos. Os autores também observaram uma co-

associação entre a resistência a esta classe de fármacos e a produção de ESBL (120). 

Por outro lado, um outro trabalho, levado a cabo por Drago et al. (121), conclui que a 

combinação de uma fluoroquinolona com um β-lactâmico ou com a amicacina pode 

aumentar a atividade antimicrobiana e ajudar a limitar as taxas de resistência em E. coli 

produtoras de ESBL (121). No entanto, dados os seus efeitos secundários tóxicos, 

nomeadamente de nefrotoxicidade, a administração de aminoglicosídeos deve ser 

evitada sempre que possível (44). 

Em relação aos carbapenemos, estes são normalmente utilizados no tratamento 

de infeções de maior gravidade, uma vez que obrigam ao internamento do doente (122). 

Neste trabalho, as taxas de resistência verificadas foram reduzidas para os três 

antibióticos desta classe testados (ertapenem, meropenem e imipenem), sendo a taxa 

mais alta de resistência verificada em K. pneumoniae ESBL-positiva, para o ertapenem 

de apenas 7,7%. A resistência aos carbapenemos em isolados de K. pneumoniae foi 

pela primeira vez descrita há uma década e desde então tem-se disseminado por 

diversos países, sendo um motivo de preocupação crescente (123). Um estudo levado 

a cabo por Eser, O. K. et al. (124) mostrou a presença de resistência aos carbapenemos 

em Enterobacteriaceae produtoras de ESBL em infeções da corrente sanguínea, 

maioritariamente devido à expressão do gene blaOXA (124). Outro grupo de 

investigadores concluiu que a presença de β-lactamases do tipo CTX-M-15, TEM-1 e 

OXA-1 está relacionado com a diminuição da suscetibilidade aos carbapenemos em 

isolados de E. coli em que há mutações espontâneas nos genes que codificam para as 

porinas, levando à diminuição ou ausência da expressão das mesmas (125). Assim, 

como alternativa à utilização de carbapenemos em estirpes produtoras de ESBL têm 

sido proposta a utilização de cefepime associado ao tazobactam (122,126,127). 

Recentemente, Mudshingkar, S. et al. (126) reforçaram a ideia já proposta por outros 

autores (122,127), atestando a eficácia da utilização da associação 

cefepime/tazobactam em substituição dos carbapenemos. Esta teoria é suportada pelo 

facto do cefepime ter ação contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e não 

VI.DISCUSSÃO 



  

67 

 

perder eficácia na presença de β-lactamases dos tipos OXA e/ou AmpC. A desvantagem 

da utilização isolada do cefepime seria a sua fraca atividade na presença de ESBLs. No 

entanto, a utilização simultânea do tazobactam, um inibidor destas enzimas, torna esta 

associação eficaz contra três mecanismos de resistência (126). Esta combinação é 

ainda fracamente utilizada devido à falta de ensaios clínicos na área e, por isso, os 

carbapenemos continuam, atualmente a ser alternativa usada nos casos de infeções 

causadas por produtores de ESBL (126).  

Os resultados deste trabalho refletem aquilo que é a realidade preocupante da 

resistência aos antibióticos. Enquanto há poucos anos as resistências eram uma 

realidade confinada apenas ao meio hospitalar, pela pressão seletiva que aí existe, hoje 

em dia diversos mecanismos estão fortemente disseminados pela comunidade, levando 

à diminuição do leque de fármacos disponíveis para o tratamento de ITUs, 

nomeadamente entre a população idosa, que apresenta muitos outros fatores 

debilitantes e que agravam o quadro clínico. Assim, é necessária e urgente a 

sensibilização dos profissionais de saúde para a importância da adequada prescrição 

de agentes antimicrobianos e da correta identificação das estirpes produtoras de 

mecanismos de resistência, como é o caso das ESBL, assim como a sensibilização de 

toda a população em geral para a importância da toma correta de antibióticos, de forma 

a impedir o aumento da pressão seletiva no universo microbiano, que pode levar, em 

poucos anos, à quase escassez destes fármacos para o tratamento de simples ITUs. 
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Conclusão 

As ITUs são umas das infeções mais prevalentes na comunidade e, nos últimos 

anos, tem aumentado drasticamente o número de estirpes produtoras de ESBL nestes 

pacientes em todo o mundo, que diminuem drasticamente as opções terapêuticas 

disponíveis. As estirpes de E. coli e K. pneumoniae são aquelas que apresentam maior 

prevalência entre todos os microorganismos causadores de ITUs e são também, de 

todas as Enterobacteriaceae, aquelas que apresentam maior percentagem de produção 

de ESBL. Assim, a monitorização contínua destes isolados multirresistentes é crucial e 

devem ser tomadas medidas de isolamento de contacto em doentes identificados com 

este tipo de microorganismos, de forma a evitar possíveis surtos epidémicos, quer nos 

hospitais quer na comunidade. Outro dos fatores de extrema importância para evitar a 

propagação desmedida destes mecanismos de resistência é a sensibilização de todos 

os profissionais de saúde e população em geral para a correta prescrição e toma de 

antibióticos.   

É, por isso, necessário adotar medidas preventivas de prescrição antimicrobiana, 

nomeadamente na terapêutica empírica e profilática, que devem ser adequadas ao 

mapa microbiológico de uma determinada região ou hospital. Assim, é imprescindível a 

existência de uma unidade de controlo de infeção que, em colaboração com os 

laboratórios clínicos, realize estudos periódicos de vigilância epidemiológica, 

estabelecendo tendências que permitam ao laboratório e ao clínico adotar as melhores 

medidas preventivas. É neste sentido que este trabalho se revela de total importância e 

adequação e dele é possível retirar as seguintes conclusões: 

(i) A base de dados de vigilância epidemiológica é uma ferramenta muito útil 

que permite não só aceder às estatísticas por período de tempo de todo o 

panorama microbiológico de uma dada região geográfica mas também 

monitorizar a evolução de um doente ao longo do tempo e sujeito (ou não) 

a terapia antibiótica; 

(ii) A maioria das amostras estudadas pertencem a indivíduos do sexo feminino 

na faixa etária entre os 75 e os 84 anos, sendo a média de idades de 81,5 

anos (± 7,2); 

(iii) Das 540 amostras estudadas de pacientes com ITUs, em mais de 88% 

foram identificadas bactérias Gram-negativas, das quais a maioria foi 

identificada como pertencente à família Enterobacteriaceae (84,1%); 

(iv) Os agentes etiológicos mais comuns das ITUs foram E. coli (45,6%) e K. 

pneumoniae (18,5%); 

VII.CONCLUSÃO 
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(v) 13,4% do total de E. coli e 39% do total de K. pneumoniae revelaram-se 

positivos para a presença de ESBLs; 

(vi) A grande maioria (62,5%) do total de E. coli e K. pneumoniae produtoras de 

ESBL foram isoladas em mulheres entre os 85 e os 94 anos; 

(vii) De entre os antibióticos testados contra bactérias Gram-negativas, a maior 

taxa de resistência verificou-se para a ampicilina (59,1%) e a menor para a 

tigeciclina (0%); 

(viii) Do total de bactérias Gram-negativas, 83 isolados de E. coli apresentaram 

100% de suscetibilidade a todos os antibióticos testados; 

(ix) As estirpes de E. coli não produtoras de ESBL apresentam resistências 

inferiores a 50% para todos os antibióticos testados; 

(x) As taxas de resistência em K. pneumoniae não produtoras de ESBL são 

superiores às de E. coli; 

(xi) Os antibióticos menos eficazes contra E. coli ESBL-positivas são as 

cefalosporinas (exceto cefepime), ampicilina, ciprofloxacina, levofloxacina e 

amoxicilina/ácido clavulânico. Pelo contrário, as maiores taxas de eficácia 

nestes isolados verificam-se para a tigeciclina, ticarcilina, ticarcilina/ácido 

clavulânico, rifampicina, piperacilina, minociclina, colistina, cefepime, 

aztreonam, pefloxacina e ainda os carbapenemos; 

(xii) Os antibióticos às quais as estirpes de K. pneumoniae ESBL-positivas 

apresentam maior resistência são as cefalosporinas (exceto cefepime), 

levofloxacina, amoxicilina/ácido clavulânico, nitrofurantoína e tobramicina. 

Em oposição, os antibióticos mais eficazes contra estes isolados são 

amicacina, aztreonam, cefepime, colistina, minociclina, pefloxacina, 

piperacilina, rifampicina, ticarcilina, ticarcilina/ácido clavulânico, tigeciclina e 

carbapenemos. 

 

De futuro, novos estudos deverão continuar a ser feitos, de forma a ser possível 

manter um mapa epidemiológico atual da região abrangida pelo CHBV, para que seja 

possível controlar e diminuir as taxas de resistência verificadas no presente que, sendo 

altas, demonstram a forte disseminação de estirpes de E. coli e K. pneumoniae 

multirresistentes na comunidade, principalmente em lares de idosos e centros de dia, 

onde diariamente convivem centenas de pessoas que se estão a tornar reservatório 

destes microorganismos. 

Como perspetiva futura pretende-se também aplicar a espetrometria de massa 

MALDI-TOF à identificação de uropatogéneos, como uma alternativa mais rápida ao 

atual método de identificação, para que, com uma resposta mais rápida do laboratório, 
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seja possível a administração de uma terapia antimicrobiana dirigida e atempada, assim 

como medidas de controlo de infeção, evitando a disseminação descontrolada de 

estirpes multirresistentes no hospital e na comunidade. Este objetivo começou a ser 

desenhado no decorrer deste trabalho, no entanto ainda não existem resultados 

passíveis de ser apresentados nesta dissertação. 
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ANEXO I 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura A1: Base de dados de vigilância epidemiológica do CHBV (parte 1: dados demográficos) 
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Figura A2: Base de dados de vigilância epidemiológica do CHBV (parte 2: dados microbiológicos) 
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Figura A3: Base de dados de vigilância epidemiológica do CHBV (parte 3: dados relativos à infeção, proveniência do doente e tipo de saída) 
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Figura A4: Base de dados de vigilância epidemiológica do CHBV (parte 4: antibioterapia) 
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ANEXO II 

 

Técnica de coloração diferencial pelo método de Gram 

1. Preparação do isolado microbiano 

1.1. Colocar na lâmina uma gota de uma suspensão bacteriana e realizar um 

esfregaço; 

1.2. Fixar através do calor, passando a lâmina pela chama 2 a 3 vezes; 

1.3. Arrefecer a lâmina à temperatura ambiente antes de realizar a coloração; 

2. Coloração do esfregaço 

2.1. Cobrir a lâmina com Violeta de Cristal, deixando o corante atuar por 1 

minuto; 

2.2. Remover o corante primário, lavando gentilmente com água fria corrente; 

2.3. Cobrir a lâmina com o mordente (lugol) e deixar atuar por 1 minuto; 

2.4. Remover o mordente, lavando suavemente com água corrente; 

2.5. Aplicar o descolorante (isopropanol-acetona) até que não saia mais corante 

do esfregaço; 

2.6. Lavar novamente de forma suave com água fria corrente; 

2.7. Cobrir a lâmina com o corante secundário (safranina) e deixar atuar durante 

30 a 60 segundos; 

2.8. Lavar a lâmina com água corrente; 

2.9. Secar suavemente com papel absorvente ou, em alternativa, deixar secar 

ao ar; 

2.10. Observar ao microscópio na objetiva de imersão. 

 

Interpretação: 

a) As bactérias Gram-negativas aparecem coradas de violeta; 

b) As bactérias Gram-positivas aparecem coradas de vermelho. 

 

Nota: Durante o passo de fixação do esfregaço não sobreaquecer a lâmina, sob risco 

do aquecimento excessivo causar coloração atípica nas bactérias. 

 

Fonte: Bula BD Gram Stain Kits and Reagents, Becton, Dickinson and Company, USA 

Coloração proposta por Christian Gram, em 1884: Gram C. The differential staining of 

Schizomycetes in tissue sections and in dried preparations. Fortschr Med. 1884; 2:185–9. 
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ANEXO III 

 

Tabela A: Substratos utilizados na carta VITEK2 GNI, para identificação de bactérias Gram-negativas. 

 

 

NA: Não aplicável 

 

Fonte: Bula da carta GNI, BioMérieux 

 

 

  

SUBSTRATO E QUANTIDADE (mg) SUBSTRATO E QUANTIDADE (mg) 

Ala-Fe-Pro-Arilamidase 0.0384 Sacarose/Sucrose 0.3000 

Adonitol 0.1875 D-Tagatose 0.3000 

L-Pirrolidonil-Arilamidase 0.0180 D-Trealose 0.3000 

L-Arabitol 0.3000 Citrato (Sódio) 0.0540 

D-Celobiose 0.3000 Malonato 0.1500 

Beta-Galactosidase 0.0360 5-ceto-D-Gluconato 0.3000 

Produção de H2S 0.0024 Alcalinização do L-Lactato 0.1500 

Beta-N-Acetil-Glucosaminidase 0.0408 Alfa-Glucosidase 0.0360 

Glutamil Arilamidase pNA 0.0324 Alcalinização do succinato 0.1500 

D-Glucose 0.3000 Beta-N-Acetil-Galactosaminidase 0.0306 

Gama-Glutamil-Transferase 0.0228 Alfa-Galactosidase 0.0360 

Fermentação da Glucose 0.4500 Fosfatase 0.0504 

Beta-Glucosidase 0.0360 Assimilação da Glicina Arilamidase 0.0120 

D-Maltose 0.3000 Ornitina Descarboxilase 0.3000 

D-Manitol 0.1875 Lisina Descarboxilase 0.1500 

D-Manose 0.3000 Base Decarboxilase NA 

Beta-Xilosidase 0.0324 Assimilação da L-Histidina 0.0870 

Beta-Alanina Arilamidase pNA 0.0174 Cumarato 0.1260 

L-Prolina Arilamidase 0.0234 Beta-Glucoronidase 0.0378 

Lipase 0.0192 Resistência O/129 0.0105 

Palatinose 0.3000 Glu-Gli-Arg-Arilamidase 0.0576 

Tirosina Arilamidase 0.0276 Assimilação de L-Malato 0.0420 

Urease 0.1500 Reagente de Ellman’s 0.0300 

D-Sorbitol 0.1875 Assimilação do L-Lactato 0.1860 
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ANEXO IV 

 

Tabela B: Carta VITEK2 AST-N192 para antibiograma de microorganismos Gram-negativos. Esta carta 

destina-se a ser utilizada com os sistemas VITEK2, como teste in vitro para determinação da sensibilidade 

de bacilos Gram-negativos aeróbios a agentes antimicrobianos. 

 

Antibiótico 
Concentração  

μg/mL 
Intervalo da CMI 

≤ ≥ 

Amicacina 8, 16, 64 2 64 

Amoxicilina / Ác. Clavulânico 4/2, 16/8, 32/16 2/1 32/16 

Ampicilina 4, 8, 32 2 32 

Cefalotina 2, 8, 32 2 64 

Cefotaxima 1, 4, 16, 32 1 64 

Ceftazidima 1, 2, 8, 32 1 64 

Cefuroxima 2, 8, 32 1 64 

Ciprofloxacina 0.5, 2, 4 0.25 4 

Ertapenem 0.5, 1, 6 0.5 8 

Teste ESBL 
FEP 1, CTX 0.5, CAZ 0.5, FEP/CA 
1/10, CTX/CA 0.5/4, CAZ/CA 0.5/4 

NEG POS 

Gentamicina 4, 16, 32 1 16 

Levofloxacina 0.25, 0.5, 2, 8 0.12 8 

Meropenem 0.5, 2, 6, 12 0.25 16 

Nitrofurantoína 16, 32, 64 16 512 

Piperacilina / Tazobactam 2/4, 8/4, 24/4, 32/4, 32/8, 48/8 4/4 128/4 

Tobramicina 8, 16, 64 1 16 

Tripetoprim / Sulfametoxazole 1/19, 4/76, 16/304 1/19 16/304 
FEP: Cefepima; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; CA: Ácido clavulânico; NEG: Negativo; POS: Positivo; 

Notas:  Concentrações equivalentes ao método padrão em eficácia. 

Um resultado positivo no teste ESBL deve ser interpretado como de resistência a todas as penicilinas, 

aztreonam e cefalosporinas. Um resultado negativo não exclui a presença de uma ESBL, que pode estar 

mascarada por uma β-lactamase AmpC. 

Confirmar resultados com método complementar para as seguintes combinações de 

antibiótico/microorganismo: Amicacina - A. baumannii 

Amoxicilina/Ác. Clavulânico - Providencia spp. 

Ampicilina - Citrobacter spp., Enterobacter spp., Pantoea spp., Serratia spp. e 

Cronobacter sakazakii 

Piperacilina/Tazobactam: S. marcescens 

 

Fonte: Bula AST-N192, BioMérieux 
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ANEXO V 

 

Tabela C: Carta VITEK2 AST-N222 para antibiograma de microorganismos Gram-negativos. Esta carta 

destina-se a ser utilizada com os sistemas VITEK2, como teste in vitro para determinação da sensibilidade 

de bacilos Gram-negativos aeróbios a agentes antimicrobianos. 

 

Antibiótico 
Concentração  

μg/mL 
Intervalo da CMI 

≤ ≥ 

Amicacina 8, 16, 64 2 64 

Aztreonam 2, 8, 32 1 64 

Cefepima 2, 8, 16, 32 1 64 

Ceftazidima 1, 2, 8, 32 1 64 

Ciprofloxacina 0.5, 2, 4 0.25 4 

Colistina 4, 16, 32 0.5 16 

Gentamicina 4, 16, 32 1 16 

Imipenem 1, 2, 6, 12 0.25 16 

Meropenem 0.5, 2, 6, 12 0.25 16 

Minociclina 2, 4, 8 1 16 

Pefloxacina 0.5, 2, 8 0.25 16 

Piperacilina 4, 16, 32, 64 4 128 

Piperacilina / Tazobactam 2/4, 8/4, 24/4, 32/4, 32/8, 48/8 4/4 128/4 

Rifampicina 2, 4, 16 2 32 

Ticarcilina 16, 32, 64 8 128 

Ticarcilina / Ác. Clavulânico 8/2, 32/2, 64/2 8/2 128/2 

Tobramicina 8, 16, 64 1 16 

Tripetoprim / Sulfametoxazole 1/19, 4/76, 16/304 1/19 16/304 
Notas:  Concentrações equivalentes ao método padrão em eficácia. 

 

Fonte: Bula AST-N222, BioMérieux 
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