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Resumo

Muitos mecanismos de resisténcia de bactérias estédo envolvidos para sua protecéo
contra os efeitos letais dos antibidticos beta-lactamicos. No entanto, o mais
importante é a produgdo de beta-lactamases, as quais se caracterizam por serem
enzimas que catalisam a hidrélise do anel beta-lactamico. Entre estas enzimas,
destacamos a produgédo de beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL),
principalmente em algumas espécies de bactérias Gram-negativas. O aumento da
prevaléncia de bactérias produtoras de beta-lactamases criou a necessidade de
métodos que identifiquem a presenga destas enzimas no microorganismo isolado.
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Abstract

Many resistance mechanisms are involved to protection of bacteria against the
effects of the beta lactamic antibiotics. However, the most important one is the
production of beta-lactamases, a group of enzymes that catalyze the hidrolyse of
the beta lactamic ring. Among these enzymes, we detached the production of
extended — spectrum beta-lactamases (ESBL), mainly in some species of Gram-
negative bacteria. The increase of the prevalence of beta-lactamases produced
by bacterias show the necessity of methods to identify these enzymes in isolated

1 Introducéo

O surgimento de bactérias multiresistentes a drogas
€ um fenémeno que une clinicos e indlstria farmacéutica,
visto que esse problema é uma das maiores causas de
falha no tratamento de doengas infecciosas (HIRAKATA
et al., 1998).

Diversos mecanismos emergentes de resisténcia aos
antimicrobianos foram recentemente descritos e alguns
deles sdo de dificil detec¢cdo pela metodologia
laboratorial empregada na rotina. Embora exista uma
grande variedade de mecanismos de resisténcia aos
antibiéticos beta-lactdmicos, o mecanismo mais
importante € a produgdo de beta-lactamases, enzimas
gue catalisam a hidrélise do anel beta-lactamico,
impossibilitando assim sua atividade antimicrobiana
(CHOQUE, 1993).

A producao de beta-lactamases € o principal
mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-negativas
aos beta-lactamicos. A primeira beta-lactamase foi
identificada em Escherichia coli, durante estudos para
a utilizacdo de penicilina na pratica médica. O grau de
resisténcia da bactéria depende da quantidade de
enzima produzida, da habilidade dessa enzima em
hidrolisar o antimicrobiano em questdo (poténcia) e da
velocidade com que o beta-lactamico penetra pela
membrana externa da bactéria (permeabilidade da
membrana). A producédo de beta-lactamases também
€ responsavel pela resisténcia a alguns beta-lactamicos,

microrganisms.
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como penicilina G e ampicilina, em bactérias Gram-
positivas (BRADFORD, 2001).

O termo Beta-lactamase de Espectro Estendido
(ESBL) refere-se as beta-lactamases que apresentam
resisténcia aos beta-lactamicos de amplo espectro, os
quais normalmente possuem atividade contra os bacilos
Gram-negativos. A maioria das ESBLs contém serina
nos seus sitios ativos e pertence a classe A de beta-
lactamases. As bactérias produtoras dessas enzimas
representam um grande desafio tanto para sua detecgdo
laboratorial, quanto para o tratamento adequado das
infeccdes por elas causadas. Isso € decorrente de varios
fatores, incluindo a grande variedade de tipos de ESBL
e das variagcfes poténcia e afinidade destas aos
diferentes beta-lactamicos (EMERY; WEYMOUTH,
1997; BRADFORD, 2001).

O surgimento de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos é inevitavel para a conservacdo das
espécies, mas o controle na utilizagdo dos mesmos
pode limitar o aparecimento de cepas multiresistentes
(BLATT, 2003).

2 Acao dos Antibiéticos Beta-lactamicos e o Mecanismo
de Resisténcia das Bactérias

Os beta-lactamicos se caracterizam por apresentar
um anel beta-lactdmico essencial para a sua atividade
antibacteriana. Sdo antibiéticos bactericidas, que
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inibem a sintese da parede celular através da interrupgéo
do processo de transpeptidacdo. Esse mecanismo
baseia-se na unido de beta-lactamicos a receptores
especificos localizados na superficie interior da
membrana celular bacteriana, denominados “proteinas
receptoras de penicilina” (PBPs). As PBPs possuem
um papel chave nas fases finais da sintese de
peptidoglicano, estas proteinas catalisam a ligagcéo
cruzada das subunidades da parede celular. Para a sua
atuacao, os beta-lactdmicos devem primeiramente
penetrar na parede celular bacteriana. A camada
glicopeptidica das bactérias Gram-positivas é espessa
e externa a uma membrana celular Unica, enquanto a
camada glicopeptidica das bactérias Gram-negativas,
gque é muito mais delgada, encontra-se entre a
membrana plasmatica e membrana celular externa.
Sendo assim, os beta-lactamicos podem atuar mais
facilmente nas bactérias Gram-positivas (KONEMAN
et al., 2001).

As bactérias podem desenvolver resisténcia aos
antibidticos beta-lactamicos através de trés mecanismos:
(1) prevencéo da interacdo entre o antibidtico e a PLP
alvo, (2) incapacidade do antibidtico de se ligar & PLP e
(3) hidrdlise do antibidtico por beta-lactamase. Existem
varios tipos de beta-lactamases, que sdo classificadas
pela sua sequéncia de aminoacidos e substratos
correspondentes produzidos (STAPLETON et al., 1999).

A atividade das beta-lactamases constitui o principal
mecanismo de resisténcia das bactérias aos antibiéticos
beta-lactamicos. A sintese dessas enzimas é induzida
tanto pela presenca de antibiético beta-lactamico quanto
pela de precursores da parede celular do meio
extracelular (NAGANO et al., 1999).

A atividade dessas enzimas esta dirigida
especificamente a hidrélise de um anel beta-lactamico,
provocando a producdo de um composto acido
desprovido de atividade antibacteriana. O uso de uma
importante quantidade de novos antibidticos beta-
lactamicos contribui, através de vérias décadas, a uma
selecdo de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
gue produzem essas enzimas (ZEMELMAN et al.,
2002).

As beta-lactamases sao divididas em quatro classes:
A, B, C e D, baseadas em suas estruturas e substratos
especificos. Além disso, sdo subdivididas em diversos
grupos, como as TEM e SHV ESBLs, comuns em
diversas espécies de enterobactérias (NORDMANN,
1998); as carbapenemases (como NMC-A e KPC -1),
gue podem ser encontradas em Enterobacter cloacae e
Serratia marcescens (NORDMANN; POIREL, 2002); as
oxacilinases do tipo OXA, presentes em algumas
linhagens resistentes de Pseudomonas aeruginosa
(NAAS; NORDMANN, 1999), entre outras. Isso
demonstra a diversidade deste grupo de enzimas, que
apresenta mais de 170 tipos diferentes. Dessa maneira,
esquemas de classificagdo de um grupo téo diverso
séo dificeis de aplicar na pratica. Uma tentativa de
classificacao funcional foi tentada por Karen Bush em
varios trabalhos (BUSH, 1989 a,b,c; BUSH; JACOBY;
MEDEIROS, 1995). Entretanto, fica evidenciado que,
apesar dos esquemas propostos serem muito completos

e aceitaveis, ainda € necessario muito avango para que
seja utilizado um sistema unico de classificagdo pratico
e eficaz.

O grupo mais importante é a classe A, formada por
serino-proteases, as quais tém afinidade pela penicilina
ou atividade de amplo espectro (como as beta-
lactamases TEM-1 e SHV-1). Sao encontradas nos
cromossomos ou em plasmideos e, portanto, sdo
transferiveis de uma célula a outra com facilidade.
Podem ser constitutivas ou indutivas. Nesse grupo,
encontram-se as enzimas estafilococicas e muitas das
beta-lactamases mais importantes das bactérias Gram-
negativas. As enzimas da classe C atuam principalmente
sobre a cefalosporina e podem ser constitutivas ou
indutivas, com seus genes sendo encontrados no
cromossomo de bactérias Gram-negativas. As enzimas
de classe B (metalo enzimas) e D (oxacilinases) tém
menor importancia clinica (DELAIRE at al., 1992;
MAJIDUDDIN; PALZKILL, 2005).

As beta-lactamases das bactérias Gram-positivas,
representadas, sobretudo por estafilococos, sdo em sua
maioria enzimas indutivas da classe A, formadas na
membrana celular, mas que também sdo secretadas
extracelularmente (KONEMAN et al, 2001).

As beta-lactamases Gram-negativas sao mais
complexas. A maioria das enterobactérias contém
enzimas cromossdmicas constitutivas produzidas em
baixas quantidades e variaveis segundo a espécie. A
inducdo de altos niveis dessas enzimas cromossémicas
da classe C, sobretudo cefalosporinases, aumenta o
nivel de resisténcia e expande a cobertura eficaz das
enzimas para outras que sdo resistentes a acdo dos
beta-lactamicos, como as cefalosporinas de terceira
geracéo (ceftazidima, cafotaxima, etc.) e os carbapenemos
(KONEMAN et al, 2001).

Entre essas enzimas, destacamos a producdo de
Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL)
principalmente em algumas espécies de bactérias
Gram-negativas. Estas enzimas hidrolisam penicilina,
cefalosporina e aztreonam. As ESBLs sé&o encontradas
mais freqlentemente em algumas espécies de
bactérias Gram-negativas, principalmente em amostras
de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Trata-se
de potente enzima mediada por genes localizados em
plasmideos e, portanto, com maior facilidade de se
disseminar rapidamente para outras enterobactérias
como, por exemplo, Enterobacter spp, Serratia spp,
Proteus spp, Citrobacter spp, Salmonella spp e outras
(MOLAND et al., 2002).

A prevaléncia da producdo de ESBL entre os bacilos
Gram-negativos varia nos diversos paises e também
dentro de cada localizagdo geogréafica, possivelmente
devido ao uso maior ou menor, ou mesmo indiscriminado,
de determinados antimicrobianos. Estas enzimas sdo
usualmente originadas por mutagdo nos genes TEM-1
e SHV-1 nos plasmideos e sdo facilmente transmitidas
de um organismo para outro (EMERY; WEYMOUTH,
1997; RUDGERS; HUANG; PALZKILL, 2001).

Os inibidores de beta-lactamases sdo compostos
similares aos antibidticos que se ligam as beta-
lactamases, de forma geralmente irreversivel, protegendo
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0s antibidticos contra sua destruicdo. Os inibidores
dessa atividade de aplicacdo em medicina clinica sao
0 acido clavulanico, o sulbactam e o tazobactam. Os
trés séo eficazes contra penicilinases estafilocécicas e
possuem eficacia variavel contra enzimas cromossémicas
das bactérias Gram-negativas. O clavulanato e o
tazobactam sdo superiores ao sulbactam quanto a
atividade contra as beta-lactamases transmitidas por
plasmideos de microrganismos Gram-negativos, incluindo
as beta-lactamases de amplo espectro. As ESLBs nem
sempre conferem resisténcia aos inibidores de beta-
lactamases como o clavulanato e o tazobactam
(STAPLETON; SHANNON; FRENCH, 1999).

A proteina inibidora de beta-lactamase (BLIP) de
Streptomyces clavuligerus € um potente inibidor de
muitas beta-lactamases, incluindo a enzima TEM-1
(PETROSINO et al., 1999).

3 Deteccéao de Beta-lactamases

O aumento da prevaléncia de bactérias produtoras
de beta-lactamases criou a necessidade de métodos
gue identifiquem a presenca dessas enzimas no
microorganismo isolado, condi¢cdo importante para o
tratamento do paciente, porque permite ao médico
selecionar o antibidtico adequado evitando medicamentos
ineficazes e de alto custo. Os custos dos tratamentos
com antimicrobianos respondem por 20% a 60% dos
gastos com aquisi¢cdo de medicamentos da maioria dos
hospitais (MOLAND et al., 2002).

Os principais testes diretos disponiveis comercialmente
para deteccdo de beta-lactamases podem ser divididos
em trés grupos: testes cromogénicos, testes acidimétricos
e testes iodométricos (REIS et al., 2001).

Os testes mais utilizados sdo os cromogénicos que
detectam a capacidade da beta-lactamase hidrolisar o
anel beta-lactdmico através de uma cefalosporina
cromogénica (cefalosporina colorida), ocorrendo uma
mudanca de cor quando houver ruptura do anel beta-
lactamico. S&do mais rapidos, convenientes e apresentam
performance satisfatoria para a deteccdo da producao
de beta-lactamases por varios microrganismos tais
como Haemophilus spp., Neisseria gonorrhoeae,
Staphylococcus spp., Moraxella catarrhalis, Enterococcus
faecalis, Bacterioides spp. (HSIUNG et al., 2000; REIS
et al., 2001).

Os testes citados acima néo se prestam a detecgao
de Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL),
pois resultados positivos ndo significam que a enzima
produzida seja uma ESBL. A grande dificuldade na
deteccdo de cepas produtoras de ESBL é decorrente
de varios fatores, como a grande variedade nos tipos
de ESBL e as alteragbes de poténcia e afinidade destas
aos diferentes beta-lactdmicos. A variagdo tanto no
espectro dessa R-lactamases quanto na velocidade com
que elas degradam os diferentes b-lactamicos faz com
gue a padronizacdo de um teste de sensibilidade para
deteccao de cepas produtoras de ESBL seja muito dificil
(REIS et al., 1998; RANDEGGER et al., 2001). Além
disso, os patdégenos que produzem estas enzimas nem
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sempre apresentam resisténcia in vitro as substancias
antibiéticas ou seus fenétipos podem relembrar associagao
com outros mecanismos de resisténcia (MOLAND et
al., 2002).

Muitos métodos de deteccdo de ESBLs em isolados
clinicos tém sido sugeridos. Todos apresentam meérito,
mas nenhum deles é capaz de detectar todas as ESBLs
encontradas. Critérios interpretativos modificados para
um grupo chave de antibiéticos ou o uso de testes
especiais de susceptibilidade antimicrobiana devem ser
usados para aumentar a sensibilidade de deteccédo das
ESBLs. (LLANES et al., 2003).

Outro teste utilizado é a adi¢ao a discos antimicrobianos
de &cido clavulanico, molécula que contém um anel
beta-lactamico e atua como um “inibidor suicida”,
ligando-se as beta-lactamases e impedindo a destrui¢cdo
dos beta-lactamicos pelas enzimas. A amostra deve
ser considerada produtora de ESBL quando ocorrer um
aumento = 5mm nos halos dos antimicrobianos
acrescidos de acido clavulanico em comparagdo com
os halos dos antimicrobianos sozinhos (SANTOS
FILHO et al., 2002; SANTOS et al., 2003). Este é o
teste padrdo do Clinical and Laboratory Standards
Institute (NCCLS) dos Estados Unidos, érgéo responsavel
pela provacao e pelo teste dos métodos empregados
na avaliacdo de amostras de qualquer origem.

Algumas bactérias Gram-negativas apresentam a
capacidade de produzir metalo-beta-lactamases
(MBLs), enzimas cromossémicas e zinco dependentes
com atividade sobre varios beta-lactamicos e ainda sobre
inibidores de beta-lactamicos. A andlise por reagdo de
polimerase em cadeia (PCR) é a técnica mais adequada
e satisfatéria para a confirmagdo de amostras MBL-
positivas, mas seu uso pratico tem sido limitado em
virtude do elevado custo. Essas enzimas séo inibidas
por EDTA ou p-cloromercurilbenzoato (pCMB) e n&o por
inibidores de beta-lactamases disponiveis comercialmente,
como o &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam
(SPELDOOREN et al., 1998). Podem ser encontradas
em patdgenos pouco usuais, como a Stenotrophonomas
maltophilia, Aeromonas spp., Flavobacterium odoratum,
Flavobacterium spp., Legionella gormani e Bacillus
cereus (SANTOS FILHO et al., 2002; SANTOS et al.,
2003).

Arakawa et al. (2000) testaram varios produtos
quimicos inibidores das metalo-beta-lactamases,
estabelecendo um método conveniente de difusdo com
duplo disco para triagem de bactérias produtoras de
MBL, através do uso do acido 2-mercapto propidnico
(2-MPA). A utilidade desse método, no entanto, &
limitada devido a alta volatilidade do 2-MPA (SANTOS
FILHO et al., 2002).

Outro teste proposto € a utilizag&o de mercaptoacetato
de sédio (SMA), composto estavel que apresenta um
forte efeito inibitério nas MBLs. Este método apresenta
a caracteristica de ter alta reprodutibilidade, facilidade
de execucdo e baixo custo, tendo ainda a vantagem de
ser um composto estavel, com validade prolongada a
temperatura ambiente e com baixa acdo bactericida
(SANTOS FILHO et al., 2002; SASTRE; CARDONA, 2000).
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4 Concluséao

Além dos testes de sensibilidade convencionais, é
necessaria a utilizagdo de testes confirmatérios, os
quais possam ser utilizados para detec¢do de novas
beta-lactamases. Além disso, os laboratorios devem
ser capazes de detectar, da forma mais rapida e precisa
possivel, os mecanismos de resisténcia aos beta—
lactamicos que se expressam ou ndo em determinados
grupos de bactérias, de forma a tornar a antibioticoterapia
baseada nessas drogas mais eficiente e segura, seja
através de métodos tradicionais ou ndo (BLATT, 2003).
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