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INTRODUCAO

s B-lactamases sé&o enzimas capazes de

clivar o anel B-lactamico e, dessa forma,

inativar antimicrobianos B-lactamicos
muitas vezes importantes para o tratamento de
doencas bacterianas. Geralmente, essas enzi-
mas s&o codificadas por genes localizados em
plasmideos conjugativos, capazes de se replicar
e disseminar entre bactérias de diferentes espé-
cies, assim como entre géneros distintos. E por
esse motivo que as B-lactamases representam
o principal mecanismo de resisténcia a B-lacta-
micos em bactérias Gram-negativas.

A primeira B-lactamase mediada por plasmi-
deo, TEM-1, foi descoberta na Gréciaem 1960 a
partir de uma amostra clinica de Escherichia coll.
Logo em seguida foi descrita TEM-2, muito se-
melhante a TEM-1, com apenas um aminoacido
de diferenca na sua seqiéncia. Ambas as enzi-
mas possuem propriedades bioquimicas muito
semelhantes e s&o consideradas B-lactamases
de espectro restrito. Hidrolisam ampicilina e ce-
falosporinas de primeira gerag&o como cefalotina
e cefazolina, mas ndo apresentam atividade
contra cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima,
ou cefepima, cefalosporinas de amplo espec-
tro que possuem uma cadeia lateral oximino.
TEM-1 e TEM-2 s&do comumente encontradas
em enterobactérias, Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae,

bactérias Gram-negativas de
grande importancia clinica.”

A descricao dessas B-
lactamases entre bactérias
antes sensiveis a penicili-
nas representou um marco
importante no cenério da
resisténcia bacteriana. As-
sim, as cefalosporinas de
amplo espectro passaram a
ser amplamente utilizadas,
favorecendo a selecao de
bactérias produtoras de B-lactamases de espec-
tro ampliado, conhecidas como ESBLs. Essas
novas enzimas apresentam atividade hidrolitica
sobre as oximino cefalosporinas, nao hidrolisam
as cefamicinas e os carbapenens, mas sao inibi-
das pelos inibidores de B-lactamases.

De forma geral, bactérias produtoras de
ESBL séo resistentes a maioria dos B-lacta-
micos, incluindo as penicilinas, cefalosporinas
de espectro ampliado e aztreonam. Portanto,
entre os agentes da classe dos B-lactamicos,
as opgdes terapéuticas para o tratamento de
infeccOes causadas por bactérias produtoras de
ESBL est&o restritas aos carbapenens.?d
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Tabela 1. Caracteristicas bioquimicas das ESBLs descritas em P, aeruginosa

ESBL/outras ) "‘3 A Substratos .Pe:rf.ll f’ ¢
L deteccaoem Localizacao - inibicao por
denominacdes i preferenciais
P, aeruginosa clavulanato

OXA-4 1986 Plasmidial | cTiciina, piperacilina, sensivel
cefclidina

PER-1 1993 Cromossomal Cefoperazona, CefF".‘) Aina, sensivel
ceftriaxona, ceftazidima

TEM-42 1996 Plasmidial  Conazdima, cefotaxima, sensivel
aztreonam

OXA-18 1997 Cromossomal Cefalonlna, PR sensivel
cefotaxima, aztreonam

OXA-15 1997 Plasmidial GBI, BN, resistente
moxalactam, aztreonam,

SHV-2 1999 Plasmidial  Ccioixima, ceftazidima, sensivel
ceftriaxona, aztreonam

OXA-10/PSE-2 1999 Plasmidial Oxacn.m.a, cloxacilina, cefalotina, Trggamente
ceftazidima inibida

TEM-4 1999 Plasmidial  Coioma, ceftazidima, sensivel
ceftriaxona

VEB-1 1999 Plasmiglal_ _oividxOna, cefotaxima, sensivel
cefuroxima

. Oxacilina, cefotaxima, fracamente

OXA-17 1999 Plasmidial ) -
latamoxefa, cefepima inibida

TEM-24 2000 Plasmidal  ColeAdma, cefotaiima, sensivel
aztreonam

SHV-5 2001 Plasmidial  Coiowdma, ceftazidima, sensivel
ceftriaxona, aztreonam

SHV-12/SHV-5-2a 2001 Plasmidial  Ccioxima, ceftazidim, sensivel
ceftriaxona

GES-2 2001 Plasmidial Qefotamma, ceftazidima e Trggamente
imipenem inibida

GES-8 (IBC-2) 2001 Cromossomal CEHETIIEL e sensivel
aztreonam

OXA-31 2001 Plasmidial Cefepima e cefpiroma resistente

TEM-21 2002 Plasmidial  Coioma, ceftazidima, sensivel
ceftriaxona

GES-1 2002 Plasmidial Ceftalzn.h.ma, GELIE) sensivel
amoxicilina

OXA-32 2002 Plasmidial Amomg]ma, ticarcilina e Trggamente
ceftazidima inibida

GES-9 2005 Cromossomal BRI, EE) sensivel
aztreonam

BEL-1 2005 Cromossomal Cefalotllna, BEIRHLTiE, sensivel
cefotaxima, aztreonam

GES-5(GES-3) 2006 Plasmidial | cneiinas, ceftazidima, sensivel
carbapenens

VEB-3 2006 Cromossomal CElERIE GO, sensivel

cefepima
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Escherichia coli e Klebsiella spp séo
0S principais reservatorios hospitalares
dos genes responsaveis pela codificacéo
de ESBL. Entretanto, nos ultimos anos
tem-se observado sua producéo também
por amostras de Salmonella spp, Proteus
spp, Enterobacter spp, Citrobacter spp,
Serratia spp e Pseudomonas spp isoladas
de ambiente hospitalar.

A existéncia de P, aeruginosa produto-
ra de ESBL representa um grande desafio
na pratica clinica. Amostras de P, aerugi-
nosa apresentam resisténcia inata a vérias
classes de drogas; possuem uma notavel
habilidade em adquirir resisténcia a quase
todos os antimicrobianos de importancia
clinica, seja através de mutagdes ou pela
aquisicao de genes de outras espécies e,
freqUentemente, séo agentes etiologicos de
diversas infeccdes graves.“ Paralelamente,
a utilizagdo de imipenem ou meropenem
para o tratamento de infec¢des causadas
por R aeruginosa produtoras de ESBL
pode estimular a selegcdo de amostras
que apresentem alto grau de resisténcia
a essas drogas, favorecendo assim o
surgimento de cepas multirresistentes. Por
ultimo, os testes disponiveis para detectar
a producao de ESBL no laboratério clinico
nao apresentam boa acuracia quando
aplicados a P, aeruginosa. Dessa forma, €
provavel que sua prevaléncia nos hospitais
seja subestimada.

Embora saibamos que é utdpico
por um fim a resisténcia bacteriana, seu
controle entre as amostras hospitalares
¢ indispensavel a qualidade da assistén-
cia a saude. O controle da resisténcia,
por sua vez, depende diretamente da
deteccao do mecanismo de resisténcia
e da implementacao de uma politica de
uso racional dos antimicrobianos. Assim,
o perfil epidemiologico das instituicoes
deve ser estabelecido e utilizado para
fundamentar os protocolos terapéuticos,
principalmente entre os hospitais de pe-
queno e médio porte, onde a prevaléncia
de cepas multirresistentes pode ainda
ser baixa ou nula.



CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

Ainda que as ESBLs classicas com-
partilhem caracteristicas bioquimicas,
espectro de agao e perfis de inibicao
semelhantes, existem enzimas que apre-
sentam caracteristicas distintas das acima
descritas. Algumas ESBLs apresentam
maior capacidade de hidrolisar um certo
substrato, outras ndo séo inibidas pelo
acido clavulanico. Além disso, mutacdes
simples em genes que codificam as ESBLs
podem resultar em diferentes espectros de
atividade. A tabela 1 resume as principais
caracteristicas das ESBL descritas em P
aeruginosa.

EPIDEMIOLOGIA

Existem relatos da ocorréncia de
amostras de P, aeruginosa produtoras de
ESBL em todos os continentes, eviden-
ciando a grande dissemina¢ao desses
determinantes de resisténcia.

Em 1993, PER-1 foi a primeira ESBL
da classe A de Ambler a ser caracterizada
em uma amostra de P aeruginosa. Essa
enzima foi detectada em amostras prove-
nientes da Turquia. Posteriormente, PER-1
foi encontrada na Siria, Ira, Iraque, Leste
Europeu, Franga, Bélgica e Itlia.c®

As enzimas do tipo TEM e SHV séo
bastante comuns em enterobactérias
e foram identificadas em isolados de P,
aeruginosa entre 1996 e 2002. SHV-2
foi detectada na Franca e SHV-5 e 12
na Tailandia.® " Quatro variantes do tipo
TEM, TEM-4, TEM-21, TEM-24 e TEM-42
também foram descritas em P, aeruginosa
na Franca.(?19

Em 1999, foi observado que 93% das
amostras de P. aeruginosa resistentes
a ceftazidima, isoladas em um hospital
tailandés, produziam uma nova ESBL
denominada VEB-1.04 Posteriormente,
VEB-1 e VEB-3, uma nova variante, foram
isoladas na India em 2004 e na China em
20086, respectivamente. 516

As oxacilinases pertencentes a classe

O primeiro relato de
produgdo de ESBL em
P. aeruginosa 20 Brasil
data de junho de 2002. A
amostra clinica produtora
de GES-1 foi isolada de
uma paciente submelida
a histerectomia por uma
neoplasia de endomélrio

D de Ambler sdo B-lactamases de espectro
restrito que hidrolisam preferencialmente
oxacilina e cloxacilina. No entanto, algumas
enzimas deste grupo podem apresentar
atividade de espectro ampliado. Entre
as enzimas tipo OXA j&a descritas em P,
aeruginosa, OXA-4, -15, -17, -18, -31 e
-32 apresentam atividade contra cefalos-
porinas de amplo espectro, como mostra
atabela 1.

Em 2000, a enzima GES-1 foi iden-
tificada de uma amostra de Klebsiella
pneumoniae isolada na Franga, em 1998,
de uma amostra coletada no primeiro dia
de internag&o de um paciente transferido
da Guiana Francesa."” O gene bla ,
também foi detectado em amostras de
R aeruginosa isoladas na Franga™® e em
Portugal."® Em 2001, uma nova variante
de GES-1 foi reportada de uma amostra
de P, aeruginosa isolada na Africa do
Sul.9 GES-2 possuia uma Unica altera-
¢ao de aminoacido quando comparada a
GES-1; no entanto, essa alteracao ampliou
0 espectro de atividade da enzima, que
passou a hidrolisar imipenem, além das
cefalosporinas de amplo espectro. Entre
2004 e 2005, novas variantes de GES fo-
ram descritas de amostras clinicas isoladas
no Japao,®'?? na Grécia® e na Franga.®
Dessas novas variantes, GES-5 e GES-9 ja
foram descritas em R, aeruginosa na China
e na Francga, respectivamente.?42 Assim
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como GES-2, GES-4, -5 e -6 apresentam
atividade hidrolitica sobre os carbapenens.
A ESBL IBC-1 foi isolada de uma amostra
clinica de Enterobacter cloacae € IBC-2 em
um isolado de Pseudomonas aeruginosa,
na Grécia. Entretanto, por apresentarem
similaridade de 99% com GES-1, foram
denominadas, posteriormente, GES-7 e
GES-8, respectivamente. 20

Recentemente, a enzima BEL-1 foi
caracterizada na Franca a partir de um
isolado de P aeruginosa recuperado de
um paciente internado em um hospital
da Bélgica.®?”

Os dados epidemiologicos brasileiros
sobre a presenga de ESBL entre amostras
clinicas de Pseudomonas aeruginosa ainda
s80 escassos. No entanto, um estudo
publicado por Gales e cols., no qual fo-
ram avaliadas amostras de P aeruginosa
isoladas de cinco regides geograficas
(Asia-Pacifico, Canada, Europa, América
Latina e EUA), mostrou que de forma geral
as taxas de resisténcia encontradas na
América Latina séo elevadas quando com-
paradas as demais regioes. Os isolados de
P, aeruginosa da América Latina apresen-
taram as menores taxas de sensibilidade
a ceftazidima e a cefepima. Ainda nesse
estudo, quando os resultados de sensibili-
dade para piperacilina foram comparados
a0s dados obtidos para esse agente em
associagao com o inibidor de B-lactamase,
tazobactam, foi observado um aumento
nas taxas de sensibilidade, sugerindo que
a produgao de ESBLs poderia ter contri-
buido para os altos indices de resisténcia
as cefalosporinas de amplo espectro em
P, aeruginosa nessa regiao.?®

O primeiro relato de produgéo de ESBL
em P, aeruginosa no Brasil data de junho
de 2002. A amostra clinica produtora de
GES-1 foi isolada de uma paciente sub-
metida a histerectomia por uma neoplasia
de endométrio e desenvolveu infeccao do
sitio cirdrgico no Hospital S&do Paulo da
Universidade Federal de Sao Paulo.? Um
outro estudo em andamento no Laboraté-
rio Especializado em Microbiologia Clinica
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(LEMC/ALERTA) da Universidade Federal
de Sao Paulo revelou que 15,2% das P,
aeruginosa isoladas de hemocultura de
pacientes internados no Hospital Sao Pau-
lo eram produtoras de GES, sendo 80%
produtoras de GES-1 e 20% produtoras
de GES-5, subtipo que apresenta atividade
hidrolitica contra carbapenens.

A grande diversidade de enzimas en-
contradas em paises onde as ESBL séo
comumente estudadas, como na Franga,
por exemplo, pressupbe que a dissemina-
cao de GES na América Latina pode ter sido
acompanhada pelo surgimento de outras
enzimas, de caracteristicas bioquimicas e
prevaléncia ainda desconhecidas.

DETECCAO

O conhecimento da ocorréncia de
ESBL entre amostras hospitalares é fun-
damental para que o clinico possa instituir
aterapia antimicrobiana adequada. Ja que
a utilizacao de cefalosporinas de amplo
espectro e monobactans no tratamento
das infec¢des causadas por amostras pro-
dutoras de ESBL pode resultar em faléncia
terapéutica.® Enquanto algumas bactérias
produtoras de ESBL apresentam resistén-
cia as cefalosporinas, outras podem se
mostrar fenotipicamente sensiveis a estes
antimicrobianos. 1sso ocorre porque 0s
substratos preferenciais podem variar de
acordo com a ESBL produzida. Assim, é
essencial que o laboratério clinico realize
testes que confirmem a producéo de ESBL
e, em caso positivo, reportem-na no laudo
do antibiograma.®"

De forma geral, as ESBL n&o hidrolisam
a cefoxitina e tém a sua atividade inibida
pelos inibidores de serino-B-lactamases,
tais como sulbactam, &cido clavulanico e
tazobactam. Por isso, os testes fenotipicos
empregados no laboratério de rotina para
a deteccado da produgéo de ESBL em
amostras clinicas se baseiam na reversao
daresisténcia a um substrato B-lactémico,
quando este é associado a um desses
inibidores. "

O conbecimento
da ocorréncia de
ESBL entre amostras
hospitalares ¢
[fundamental para
que o clinico possa
instituir a lerapia
antimicrobiana
adequada

As metodologias disponiveis para a
deteccgéo fenotipica de ESBL sédo disco
aproximagao e disco adi¢éo. Tais testes
séo realizados em agar MUeller-Hinton pre-
viamente inoculado com uma suspensao
da bactéria a ser testada, de acordo com
as recomendacdes do CLSI para o teste
de disco difusdo.®” O teste de triagem é
recomendado somente para amostras de
E. coli, K. pneumoniae e P mirabilis e con-
siste em testar os substratos B-lactamicos
como cefpodoxima 10 pg, ceftazidima
30 pg, aztreonam 30 pg, cefotaxima 30 pg
ou ceftriaxona 30 pg. Reducéo do halo
de inibicdo destes agentes pode indicar
a produgéo de ESBL. O CLSI recomenda
que amostras triadas como produtoras de
ESBL tenham este fendtipo de resisténcia

Figura 1. Disco aproximacao evidenciando a
producao de ESBL por K. pneumoniae, cepa
ATCC® 700603.
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confirmado. O teste confirmatério preco-
nizado pelo CLSI é o disco adigao que
utiliza ambos os agentes antimicrobianos,
cefotaxima e ceftazidima, individualmente
e em combinacdo com acido clavulanico.
O aumento de pelo menos cinco milimetros
no didmetro do halo, para quaisquer dos
dois agentes antimicrobianos testados em
combinagao com &cido clavulanico contra
0 seu halo testado individualmente, indica
a producéo de ESBL.GY

A disco aproximacao consiste em po-
sicionar os discos de diferentes substratos
beta-lactamicos, como ceftazidima, cefepi-
ma, cefotaxima e ceftriaxona a trés centi-
metros de distancia de um disco de amoxi-
cilina com acido clavulanico. A deformacéo
do halo de inibig&o ou o aparecimento de
uma zona fantasma entre o substrato e
o inibidor caracteriza fenotipicamente a
amostra como produtora de ESBL. A figura
1 mostra o teste de disco aproximagao
positivo para producdo de ESBL em K.
pneumoniae, cepa ATCC® 700603. Ainda
que nao seja a técnica padronizada pelo
CLS!, adisco aproximacao é utilizada como
teste de triagem em diversos estudos com
0 objetivo de investigar a prevaléncia de
producao de ESBL em bactérias isoladas
de amostras clinicas.®"%

A descrigao de ESBLs em amostras de
P aeruginosa é cada vez mais comum e
representa um grande desafio ao laboratdrio
clinico, ja que o teste utilizado para a sua
detecgao em enterobactérias ndo apresenta
sensibilidade e especificidade satisfatérias
quando aplicado a P, aeruginosa.®

Essa dificuldade é consequente a
diferentes fatores, como a presenca de
B-lactamases cromossomais do tipo
AmpC, que inativam as cefalosporinas de
amplo espectro e ndo sao inibidas pelos
inibidores de B-lactamases. As enzimas
AmpC podem mascarar a presenca de
ESBL favorecendo a ocorréncia de resul-
tados falsos-negativos. Tal interferéncia
poderia ser anulada com a adi¢cédo de um
inibidor de AmpC como, por exemplo, a
cloxacilina ao meio de cultura.®? Entretan-



to, isolados de Pseudomonas aeruginosa
freqlientemente produzem enzimas do
tipo OXA que possuem atividade hidrolitica
potente sobre cloxacilina, 0 que também
prejudicaria a interpretagéo deste teste.
Amostras clinicas de P aeruginosa po-
dem possuir diferentes mecanismos de
resisténcia combinados, seja producao
de metalo-B-lactamases, hiperexpresséo
de bombas de efluxo ou perda de pori-
nas. As alteracdes de permeabilidade da
parede celular externa podem influenciar
negativamente a sensibilidade do teste.
Finalmente, muitas ESBLs nao classicas
como GES-2 e algumas oxacilinases apre-
sentam relativa resisténcia aos inibidores
de serino-beta-lactamases.® A dificuldade
para a detecgao fenotipica de ESBL em
uma amostra de P aeruginosa produtora
de GES-5 esta evidenciada na figura 2.

Até o momento, néo existe um teste
fenotipico que apresente boa sensibilidade
e especificidade para detectar amostras de
R, aeruginosa produtoras de ESBL. Recen-
temente, pesquisadores chineses desen-
volveram um estudo no qual foram feitas
modificagdes nos testes fenotipicos para
a deteccdo de ESBL em amostras clinicas
de R aeruginosa. Segundo este estudo, a
disco adigao utilizando ceftazidima como
substrato e acido clavulanico como inibidor,
em agar MUeller-Hinton contendo cloxaci-
lina (200 ug/ml) e o inibidor de bomba de
efluxo MC-207,110 (20 pg/ml) apresentou
sensibilidade de 97,06% para deteccao de
amostras produtoras de ESBL. Entretanto,
a enzima mais prevalente neste estudo foi
VEB-3, que ¢ inibida pelo acido clavulanico
e, portanto, a acurécia deste teste poderia
ser limitada para a deteccéo de ESBL em
amostras de P, aeruginosa que produzem
enzimas fracamente inibidas pelo acido
clavulanico.®

Pelas razdes acima apresentadas, a
prevaléncia de amostras de R aeruginosa
produtoras de ESBL pode estar subesti-
mada, o que dificultaria no julgamento da
importancia da padronizacdo de um teste
fenotipico pelos laboratérios de micro-

biologia para a deteccdo deste fendtipo
de resisténcia nesta espécie. Por nao ser
possivel, até 0 momento, a caracterizagao
fenotipica da produgéo de ESBL em P,
aeruginosa, a detecgéo dos genes que
codificam as ESBLs através de testes
moleculares seria a Unica maneira de
estimar qual a prevaléncia local de ESBL
nesta espécie. Para tal, as metodologias
indicadas sdo rea¢do da polimerase em
cadeia (PCR) para a amplificagao do gene
e 0 seqlienciamento do mesmo. Porém, a
realidade de grande parte dos laboratérios
clinicos brasileiros ndo comporta a imple-
mentacao de testes genotipicos, muitas
vezes caros, laboriosos e que demandam
a existéncia de uma estrutura especifica e
de técnicos especializados.

TRATAMENTO

Em geral, a resisténcia as cefalos-
porinas de terceira geragdo e a sen-
sibilidade as cefalosporinas de quarta
geracdo em R aeruginosa é atribuida
a desrepressao do gene ampC que
acarretaria a hiperproducao constitutiva
de B-lactamases do tipo AmpC. Nestes
casos, a cefepima poderia constituir uma
opcao terapéutica aceitavel, ja que esta
cefalosporina penetra mais rapidamente
na célula bacteriana e é mais estavel a
hidrélise causada pelas enzimas AmpC.
Por outro lado, por serem reconhecidas

Figura 2. Disco aproximacao com resultados
negativos para a presenca de ESBL em

uma amostra de P aeruginosa produtora
de GES-5.
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como um substrato pela maioria das
ESBLs, as cefalosporinas de quarta gera-
¢ao, como a cefepima, ndo representam
boas opcoes terapéuticas no tratamento
das infeccbes causadas por bactérias
produtoras de ESBL, independente dos
resultados dos testes de sensibilidade.
Zanetti e cols. (2003) observaram que a
resposta a cefepima e a imipenem era
semelhante no tratamento de pacientes
de terapia intensiva com pneumonia no-
socomial, exceto no grupo de pacientes
infectados por amostras produtoras de
ESBL. Neste grupo, houve faléncia em
quatro dos 13 (30,8%) pacientes tratados
com cefepima versus zero dos dez (0%)
pacientes que estavam recebendo imipe-
nem. Entretanto, o uso de carbapenens
deve ser cauteloso, visto que este grupo
de antimicrobianos induz fortemente a
producao de B-lactamases AmpC.

Até 0 momento ndo existem estu-
dos controlados e randomizados que
avaliem a resposta a terapia antimi-
crobiana no tratamento das infeccdes
causadas por amostras produtoras de
ESBL. A maioria dos estudos avalia
pequenas séries de casos e indica que
0s carbapenens constituem a melhor
opgéao terapéutica no tratamento das
amostras produtoras de ESBL em ter-
mos de sobrevida e cura bacteriolégica.
Porém, em nosso meio, amostras de P,
aeruginosa frequentemente s&o resis-
tentes aos carbapenens. Nestes casos,
as polimixinas restam como uma das
Unicas alternativas terapéuticas.

O tratamento das infecgbes por P
aeruginosa multirresistentes realmente
representa um desafio clinico, ja que
amostras de P aeruginosa sao capa-
zes de adquirir resisténcia a qualquer
antimicrobiano disponivel clinicamente.
Além disso, nao existem novas drogas
antimicrobianas em desenvolvimento
que possuam atividade contra amostras
de P, aeruginosa produtoras de metalo-
B-lactamases ou que hiperexpressem o
sistema de efluxo MexAB-OprM.
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