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“Extended spectrum beta- lactamases”
in batteri Gram-negativi di isolamento ospedaliero
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Riassunto: In questo studio ¢ stata valutata 1’attivitd di alcune beta-lattamine e I’incidenza di exten-
ded spectrum beta-lactamases (ESBLs) in Enterobacteriaceae e Pseudomonas isolate da diversi mate-
riali patologici. Si € osservata una percentuale di positivita del 6,3% di ceppi produttori di ESBLs per
la Klebsiella pneumoniae, mentre per le altre Enterobacteriaceae tale percentuale & risultata di circa
0,5-1%. Nel caso di Pseudomonas aeruginosa, non si & dimostrata alcuna correlazione tra percentuale
di resistenza ai beta-lattamici e produzione di ESBLs. Probabilmente in questi microrganismi altti fat-
tori sono responsabili della resistenza alle beta-lattamine.

Abstract: In the study we tested the activity of some beta-lactam antibiotics and the incidence of
extended spectrum beta-lactamases (ESBLs) in Enterobacteriaceae and Pseudomonas isolated from
different pathological materials. The rate of bacterial strains, ESBLs producing was 6.3% for
Klebsiella pneumoniae and 0.5-1% for other Enterobacteriaceae. Pseudomonas aeruginosa hasn’t
shown correlation between the rate of resistance to beta-lactam antibiotics and production of ESBLs.

Probably in this microorganism other mechanisms are involved in the resistance to beta-lactams.

Introduzione

Uno dei principali. meccanismi che determina la
resistenza microbica alle cefalosporine ¢ rappresen-
tato dalla produzione di enzimi detti beta-lattamasi
in grado di idrolizzare 1’anello beta-lattamico.
Nell’ambito delle Enterobacteriaceae le piu comuni
beta-lattamasi appartengono al tipo TEM-1, TEM-2,
e SHV-1, ed esplicano la loro attivita nei confronti
di cefalosporine di prima generazione, mentre non
sono in grado di idrolizzare le metossimine come
cefotaxime e ceftazidime, i monobattamici ed i car-
bapenemi (15).

A partire dal 1983 sono stati isolati mutanti con pla-
smidi in cui era codificata la resistenza non solo a
cefalosporine di prima generazione, ma anche a
cefalosporine di terza generazione (10). Questo tipo
di resistenza, dovuta ad enzimi detti extended spec-
trum beta-lactamases (ESBLs), riscontrata dapprima
in Germania (3) ed in Francia (16), e successiva-

mente in altre parti del mondo (7), si sta ora rapida-
mente diffondendo grazie all’incremento nel numero
delle varieta di ESBLs e dei meccanismi che ne
regolano la produzione e la diffusione (8, 9). ESBLs
sono correlate con TEM-1, TEM-2 ed SHV-1, tutta-
via differiscono da queste per delle modificazioni da
1 a 4 aminoacidi localizzati in posizioni diverse
come 104, 162, 164, 205, 236, 237, 238, 240, ecc.,
in base alla classificazione di Ambler (1), che altera-
no la specificita del substrato (4, 12). Studi sulle
extended spectrum beta-lactamases condotti in
diverse parti del mondo indicano che gli enzimi
derivanti dal tipo TEM sono pia di venti, mentre
quelli derivanti da SHV sono sei (14, 17). ESBLs
derivanti da enzimi del tipo TEM o SHV sono carat-
terizzati da un diverso grado di resistenza a cefotaxi-
ne, ceftazidime e aztreonam (12, 17). In genere gli
enzimi di tipo TEM non determinano per cefotaxine
elevati valori di CMI, ad eccezione per gli enzimi
CTX-1/TEM-3 e TEM-4. Ceftazidime presenta
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rispetto a cefotaxime ed aztreonam valori di CMI
piu elevati. TEM-22 conferisce invece elevati valori
di CMI per aztreonam (128 mg/L) e valori piu bassi
per il ceftazidime (4 mg/L). Gli enzimi del tipo SHV
(n. 2, 3, 4, 5) determinano una CMI > 32 mg/L. per
cefotaxime, ceftazidime ed aztreonam, mentre non
esercitano una significativa attivita idrolitica nei
confronti di cefamicine e carbapenemi (8, 12). Sia
gli enzimi derivanti dal tipo SHV che quelli derivan-
ti dal tipo TEM sono sensibili all’azione degli inibi-
tori di beta-lattamasi come acido clavulanico, sul-
bactam e tazobactam (2). Tra questi 1’acido clavula-
nico ¢ il piu efficace mentre il sulbactam risulta
essere dotato di minor efficacia, specialmente nel
caso di microrganismi produttori di enzimi derivanti
dal tipo SHV (2, 3). Klebsiella pneumonide rappre-
senta il microrganismo ove ESBLSs sono riscontrate
con maggior frequenza (15), mentre in altre specie
di Enterobacteriaceae questi enzimi sono riscontrati
con una frequenza notevolmente pill bassa (6, 8).
Nel caso di Pseudomonas aeruginosa sono state
osservate varianti TEM come TEM-42, capace di
conferire un elevato grado di resistenza a cefotaxime
e ceftazidime (11). La resistenza a numerosi antibio-
tici che caratterizza questi microrganismi-non dipen-
de solo dalla produzione di ESBLs di tipo TEM, ma
anche di tipo OXA (OXA2; OXA10), che determi-
nano un elevato grado di resistenza a ceftazidime,
aztreonam, ecc. (5). L’acquisizione di un gene che
codifica per ESBLs rappresenta per Pseudomonas
aeruginosa un lieve vantaggio rispetto a quello che
rappresenta per Klebsiella pneumoniae. Infatti
Pseudomonas aeruginosa possiede la capacita di
dereprimere le proprie cefalosporinasi cromosomiali
diventando resistente ad un ampio spettro di cefalo-
sporine, mentre al contrario Klebsiella pneumoniae
non presenta questa capacita. Tale capacita, presente
anche in Citrobacter ed in Enterobacter, potrebbe
spiegare per queste specie la bassa frequenza di
ceppi produttori di ESBLs (11).

Nel nostro studio abbiamo valutato I’attivita-di alcu-
ne beta-lattamine e I’incidenza di extended spectrum
beta-lactamases in Enterobacteriaceae e
Pseudomonas isolate da materiali patologici diversi.

Materiali e metodi
I microrganismi analizzati provenivano da materiali

patologici diversi, come emocolture, urine, altri
liquidi biologici, materiali respiratori, tamponi da
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ferita, ecc.. Enterobacteriaceae ¢ Pseudomonas
dopo I’isolamento su piastre di McConkey erano
saggiate per la sensibilita agli antibiotici mediante il
sistema automatico Vitek. I ceppi produttori di beta-
lattamasi erano esaminati per la loro capacita a pro-
durre ESBLs mediante il sistema dell’agar-diffusio-
ne, utilizzando dischetti di ceftazidime (30 pg) ed
aztreonam (30 pg) (Oxoid), e dischetti contenenti gli
stessi antibiotici ai quali era aggiunto sulbactam (20
pg). Una differenza nel diametro dell’alone di inibi-
zione superiore a 6 mm, per i dischetti di antibiotico
ai quali era aggiunto sulbactam rispetto agli altri
senza aggiunta di inibitore di beta-lattamasi, era
considerata significativa per indicare il microrgani-
smo come produttore di ESBLs.

Risultati e discussione

Dai risultati ottenuti si evidenzia come nel caso di
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae le percen-
tuali di sensibilita ai beta-lattamici presi in conside-
razione siano piuttosto elevate, ad eccezione di
ampicillina, mentre nel caso di Pseudomonas aeru-
ginosa le percentuali di sensibilita si riducono signi-
ficativamente. Infatti mentre nei confronti di
Klebsiella pneumoniae e di Escherichia coli 1a sen-
sibilita a cefotaxime, ceftazidime, aztreonam ed imi-
penem varia dal 90% al 100%, nel caso di
Pseudomonas aeuruginosa si osservano percentuali
di sensibilita comprese tra il 70% nel caso di ceftazi-
dime ed il 33% nel caso di cefotaxime. L’ associazio-
ne del tazobactam alla piperacillina determina un
significativo aumento nelle percentuali di sensibilita
per Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae; men-
tre per Pseudomonas aeruginosa 1’incremento della
sensibilita & solo del 5%.

Ceppi produttori di ESBLs sono stati osservati nel
6,3% in Klebsiella pneumoniae, 5,2% in

. Pseudomonas aeruginosa e 0,3% in Escherichia

coli (Tab. 1). Per altri microrganismi appartenenti
alle Enterobacteriaceae, come Proteus,
Enterobacter e Serratia, la frequenza di ceppi pro-
duttori di ESBLs si ¢ dimostrata piuttosto bassa e
compresa tra 0,5 e 1 (Tab. 2). L’elevata percentuale
di ceppi di Klebsiella pneumoniae produttori di
ESBLs ¢ in accordo con altri centri europei dove
sono riportate percentuali di Klebsiella pneumoniae
produttori di ESBLs superiori al 10% (15). Linsor-
genza di questi ceppi & imputata al largo uso di anti-
biotici beta-lattamici e la loro diffusione & piuttosto
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Tabella 1: Attivita di alcune beta-lattamine e produzione di
ESBLs da parte di Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa.

Antibiotici Microrganismi (n) e loro sensibilita %
Eschetichia coli Klebsiella Pseudomonas
(805) ppnheumoniae aeruginosa
(173) (180)
Ampicillina 63% 28% 76%
Piperacillina 86% 78% 76%
Piperacillina/ 97% 91% 81%
Tazobactam
Cefotaxime 100% 96% 33%
Cefazidime 100% 91% 79%
Aztreonam 99% 60%
Imipenem 100% 100% 73%
Produzione 0,3% 6,3% 57%
di ESBLs

Tabella 2: Produzione di ESBLs da parte di alcune Entero-
bacteraiceae di isolamento ospedaliero.

Microrganismi (n) produttori di ESBLs
frequenza %
Morganelfla morganii (53) 1 1,8
Enterobacter aerogenes (70) 1 1,4
Proteus mirabilis (248) 2 0,8
Serratia marcescens (65) 1 1,5

ampia visto che sono stati isolati da materiali pato-
logici provenienti da diversi reparti quali medicina,
rianimazione, dermatologia, traumatologia, malattie
infettive, neurochirurgia e cardiologia dove la pres-
sione selettiva & pilt 0 meno accentuata. Nelle urine
di pazienti ambulatoriali sono stati isolati ceppi pro-
duttori di ESBLs, a testimonianza del fatto che que-
sti microrganismi non sono localizzati in nicchie
ecologiche specifiche, come pud essere un determi-
nato reparto, ma sono ampiamente distribuiti. La
valutazione della capacita di Enterobacteriaceae e
Pseudomonas a produrre enzimi attivi verso un
ampio spettro di beta-lattamine si rende spesso
necessaria ai fini di una corretta terapia. Molto sem-
plicemente la presenza di questi enzimi pud essere
rilevata mediante la tecnica del doppio disco metten-
do ad opportuna distanza un dischetto di ceftazidime
o aztreonam da uno contenente un inibitore di beta-
lattamasi. La deformazione dell’alone di inibizione
indica un’azione protettiva da parte dell’inibitore e
quindi la presenza di beta-lattamasi ad ampio spettro
(14). Nel nostro lavoro abbiamo preferito utilizzare
una tecnica che consisteva nel paragonare 1’alone di

inibizione di un dischetto di ceftazidime od aztreo-
nam con quello di un altro dischetto contenente
sempre gli stessi antibiotici cui era aggiunto un ini-
bitore di beta-lattamasi. Una differenza nel diametro
dell’alone di inibizione >6 mm era ritenuta indice
della presenza di ESBLs. _
Extended spectrum beta-lattamases devono essere
prese in considerazione sia dal microbiologo che dal
clinico, il primo per correggere adeguatamente i
valori di sensibilita in caso di ceppi produttori di
questi enzimi, il secondo per impostare una corretta
terapia antibiotica che eviti I’insorgere ed il diffon-
dersi di questi microrganismi con pill resistenze. Nel
caso di Pseudomonas aeruginosa si osserva una
mancanza di correlazione tra percentuale di resisten-
za ai beta-lattamici e produzione di ESBLs. Questo
¢ probabilmente dovuto al fatto che Pseudomonas
aeruginosa possiede altri meccanismi di resistenza
molto efficaci, tra tutti ’impermeabilita della parete
che consente al microrganismo di essere resistente a
pil antibiotici, compresi i carbapenemi e le cefami-
cine, che sono stabili all’azione delle ESBLs, anche
se attualmente & stata segnalata la presenza di enzi-
mi in grado di degradare i carbapenemi come rispo-
sta di microrganismi, quali Enterobacteriaceae,
Bacteroides, Aeromonas, Stenotrophomonas mal-
tophilia, al largo impiego di questi antibiotici (13).
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