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RESUMO - Segundo varios autores (BELL et al., 2002; RAHMAN et al., 2004; BRIGANTE et al., 2005), a incidéncia de bactérias pro-\
dutoras de Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBLs) é distinta nas diversas areas geograficas estudadas. As Beta-Lactamases
de Espectro Estendido (ESBLs) produzidas por bacilos gram negativos estao entre os grandes problemas da medicina atual. Quando
produtoras destas enzimas, os microorganismos (principalmente K. pneumoniae e E. coli) tornam-se altamente eficazes em inativar as
penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracao. Além disso, as bactérias produtoras de ESBLs sdo frequentemen-
te resistentes a diversas classes de antibidticos ndo Beta-Lactamicos, causando grande dificuldade no tratamento destas infec¢oes. O
grande objetivo deste artigo é alertar os laboratérios de anadlises clinicas para as dificuldades na deteccgao rotineira deste fenémeno e
a grande relevancia clinica desta deteccao para a satde do paciente, além de sua enorme importancia no controle das infec¢oes hos-
pitalares causadas por cepas produtoras de beta-lactamases.

PALAVRAS-CHAVE - Beta-Lactamases de Espectro Estendido, Resisténcia, Enterobactérias, Infeccao Hospitalar.

/
/SUMMARY - According to some authors (BELL et al., 2002; RAHMAN et al., 2004; BRIGANTE et al., 2005), the incidence of produ—\
cing bacteria of Beta-Lactamases de Extended Spectrum (ESBLs), is distinct in the diverse studied geographic areas. Extended Spec-
trum Beta-Lactamases (ESBL), produced for gram negative bacilli, is between the great problems of the current medicine. When pro-
ducing of these enzymes, the microorganisms (mainly K. pneumoniae and E. coli) become highly efficient in inactivating penicillins,
cefalosporines of first, second and third generation. Moreover, the producing bacteria of ESBLs are frequent resistant the diverse non-
Beta-Lactamic antibiotic, causing great difficulty in the treatment of these infections. The great objective of this article, is to alert the
laboratories of clinical analyses for the difficulties in the routine detention of this phenomenon, the great clinical relevance of this de-
tention for the health of the patient, beyond its enormous importance in the control of the hospital infections caused by beta-lactama-
ses producers.
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INTRODUGAO tazobactam, que sao geralmente ineficazes contra a classe
“C" destas enzimas. Além disso, as bactérias produtoras de
entre as bactérias Gram-negativas, a producao de Be- Beta-lactamases de espectro estendido também apresen-
ta-lactamases é o mais importante mecanismo de re- tam resisténcia a outras drogas nao-betalactamicas, o que
sisténcia contra agentes beta-lactamicos (SANDERS e causa um verdadeiro dilema no que diz respeito a terapéu-
SANDERS, 1992). Membros da familia Enterobacteriaceae | tfica a ser utilizada nestes casos.
comumente expressam Beta-lactamases codificadas por Nos tultimos 20 anos, inimeros farmacos beta-lactamicos
plasmideos que conferem resisténcia a penicilinas mas nao tém sido desenvolvidos com o proposito principal de pos-
as cefalosporinas de amplo-espectro (BUSH et al., 1995; LI- suirem resisténcia a acao hidrolitica das enzimas beta-lac-
VERMORE, 1995). tamases. Infelizmente, a utilizacao indiscriminada e sem
Em 1983, um novo grupo de enzimas logo nomeadas de critérios de tais farmacos, também tem favorecido a se-
Beta-lactamases de espectro estendido (ESBLSs) foi detecta- lecao de bactérias produtoras de (ESBLs) até entdo desco-
do em cepas de Serratia marcescens e Klebsiella pneumo- nhecidas e resistentes a estes farmacos (MEDEIROS, A.
niae na Alemanha (KNOTHE et al., 1983). Mais tarde, es- | 1997). A primeira mutacao observada na produgao de
tas enzimas foram mapeadas e classificadas em dois gran- ESBLs foi a enzima denominada SHV-2, a qual foi encon-
des grupos, ndo relacionados entre si, embora algumas en- trada em uma cepa de Klebsiella ozaenae, isolada na Re-
zimas dos dois grupos, ajam sobre o mesmo substrato (an- | Publica Federal da Alemanha, em 1983 (LIVERMORE, D.
tibiético beta-lactamico), ligando-se a estes antibiéticos em | M., 1995). A primeira ESBL “mutante” identificada em um
sitios completamente distintos. Este grupo de enzimas foi hospital universitario foi isolada em Julho de 1984, na
primeiramente referido como resultado de genes presentes Franca, a qual foi posteriormente caracterizada molecular-
em plasmideos, como o TEM-1, TEM-2 e SHV-1, os quais mente como TEM/CTX-1 (SANDERS, C. et al., 2000).
sofreram mutacées semelhantes, resultando em substi- A partir destes primeiros achados estritamente hospitala-
tuicdes no aminodcido terminal e no sitio ativo destas enzi- res, o isolamento deste fenomeno vem se tornando cada
mas. Estas alteracées (mutacées), causam modificacées es- vez mais comum, inclusive em ambientes ambulatoriais.
truturais no sitio ativo, causando acréscimo de sua a¢ao so- Além disso, este fenémeno ja foi encontrado em diversos
bre as cefalosporinas. Como resultado, sua acdo ndo se res- | géneros de Enterobactérias, como em Escherichia coli,
tringe apenas as penicilinas e cefalosporinas de primeira e Klebsiella pneumoniae, Proteus sp., e também em bacilos
segunda geracdo mas, também, sobre as oxiamino-cefalos- gram-negativos nao-fermentadores de glicose, como o
porinas (Cefotaxima, Ceftazidima, Ceftriaxona) e mono- | Pseudomonas aeruginosa (AMBLER R. P., 1980).
bactans (Aztreonam) (STURENBURG e MACK, 2003).
As ESBLs, geralmente podem ser bloqueadas por inibido- Epidemiologia das ESBLs
res de beta-lactamases, como o clavulanato, sulbactam e A nivel mundial, a incidéncia de microorganismos produ-
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tores de ESBLs é muito dificil de se determinar, principal-
mente, por diferencas entre os métodos de deteccao e in-
terpretacdo utilizados por cada um dos paises e instituicoes
de satude envolvidos, além de diferirem muito em relacao a
notificacdo do aparecimento de tal fendémeno. Por estes
motivos, a ocorréncia de ESBL é mundialmente sub-esti-
mada (STEWARD et al., 2000). Uma outra razao para o fa-
to, é a alta taxa de variacao na incidéncia de ESBLs nos di-
ferentes hospitais, que é observado pela escolha dos parti-
cipantes na coleta dos dados, que tem grande influéncia
sobre a média dos dados obtidos. Nao obstante, nas mais
recentes avaliacoes, o aumento significativo no apareci-
mento das ESBLs tem sido reportada em todas as partes do
mundo, incluindo a América do Norte (Taxa de ESBL em
Klebsiella spp. =4.2 - 44%, E.coli = 3.3 —4.7% e Proteus mi-
rabilis = 3.1 — 9.5%) (WINOKUR et al., 2001; MATHAI et
al., 2001; SAURINA et al., 2000) e América do Sul/Latina
(Taxa de ESBL em Klebsiella spp. = 40 — 47.3%, E.coli= 6.7
—25.4% e Proteus mirabilis = 9.5 — 35.5%) (WINOKUR et
al., 2001; SADER et al., 2003, 2002; GALES et al., 2002).

Caracterizacao e tipos de ESBLs

As ESBLs "classicas” sdo enzimas transmitidas/codificadas
por plasmideos, como as familias: Temoniera (TEM), Sulfi-
dril variavel (SHV) e oxacilina (OXA). Dentro destas maio-
res “familias”, estdo incluidas as duas primeiras variantes
de beta-lactamases identificadas (SIROT et al., 1987; SOU-
GAKOFF et al., 1988). Embora estas variantes ainda se
mantém, nos dias atuais, como as mais isoladas, nos ulti-
mos anos houve uma explosao no desenvolvimento/apare-
cimento de outras ESBLs (familias CTX-M, PER, VEB,
GES, TLA e BES). Como resultado disso, mais de 370 vari-
antes naturais de ESBLs diferentes sao conhecidas atual-
mente (STURENBURB et al., 2005).

Estas enzimas pertencem filogeneticamente a classe de be-
ta-lactamases denominadas "Serine-Beta-Lactamases"
que, juntamente com as “Metallo-Beta-Lactamases”, for-
mam os dois grandes grupos de enzimas que possuem a
capacidade de degradar antibiéticos beta-lactamicos
(SHAH et al., 2004).

A evolucao das Beta-Lactamases de Espectro estendido
(Serine-proteases) é tao grande que foi criado até um web
site (http://www.lahey.org/studies), com o objetivo de ten-
tar manter uma certa ordem no que diz respeito a nomen-
clatura a ser utilizada nas novas descobertas. Para se carac-
terizar a descoberta de uma nova ESBL é necessario se des-
cobrir alguma modificacao, como mudanca na regidao pro-
motora, sozinha e/ou em conjunto com uma substituicao
nucleotidica, que funcionalmente devem ser “silenciosas”.

Esquemas de Classificacao

A relacao fundamental entre as enzimas ESBLs foi melhor
refletida pelo esquema de classificacao de Ambler, que é
baseada na similaridade entre as seqiiéncias de aminodci-
dos (AMBLER et al., 1991). Outro esquema de classificacao
utilizado é o modelo descrito por Bush-Jacoby-Medeiros
(BUSHK. et al., 1995; BUSH K., 2001).

Segundo o esquema de Ambler, as ESBLs podem ser divi-
didas em 04 classes evolucionarias distintas (A, B, C e D).
As Beta-lactamases SHV- e TEM- sao pertencentes a clas-
se A, que possuem uma serina como seu principal residuo
catalitico, localizada no seu sitio ativo. Além disso, sdo pe-
nicilinases e cefalosporinases usualmente encontradas em
plasmideos ou transposons. J& as OXA-derivadas sao
ESBLs pertencentes a classe D (oxacilinases).

O esquema de Bush classifica as ESBLs segundo o perfil do
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substrato, caracteristicas fisicas como peso molecular e
ponto isoelétrico (BUSH K. et al., 1995; BUSH K., 2001). No
esquema funcional de Bush, as ESBLs sao divididas em
dois sub-grupos: 2be (principalmente TEM- and SHV-) e
2d (OXA-). Em geral, os dois sub-grupos sao inibidos pelo
clavulanato (BUSH K. et al. 1995).

Classificacao Funcional (Fenotipica) das ESBLs, segundo
BUSH et al., 1995

Em 1995, Bush-Jacoby-Medeiros apresentaram um novo
esquema de classificacao, no qual, dividiram as enzimas
em 4 grandes grupos (1 — 4) e subgrupos (a — f) (BUSH et
al.,, 1995; BUSH, K., 2001) (Tab. I).

Tabela |
Caracteristicas Funcionais e Moleculares das
Beta-Lactamases.

Grupo Maior Classe
Funcional  Subgrupo  Molecular
b

@shetal)©  (mble)”  pEN CARB_OX CR_CTX ATM _IPM__CLAV CLOX EDTA 1995 2000

1 c ++ + BRI B B ++ - 32 51

Substrato de Preferéncia’ Inibicdo Num. estimado

2 2a A e - - - B - - 20 23

2b A et + + o+ - - - ++ H - 16 16

2be A +H+ + + o+ ++ - ++ - - 36 119

2br A e T - - - - - 9 24

2c A ++ +++ + o+ - - - + - - 15 19

2d D ++ + +++ o+ - - - Vv - - 18 31

2 A o - 4 -+ - - 19 20

- T T T

3 3a3b, 3c B ++ ++ ++ o+ - ++ - - ++ 13 24

4 o+ 4 VOV - - - - - 7 9

* Tabela adaptada de: aBUSH et al., 1995; bLIVERMORE D. M., 1998; CAMBLERR.P., 1980.
Inibicéo: ++, forte; + moderada; Vvana\/el - negativa; CLAV, écido CLOX, ina; EDTA, écido etil i éti
Substrato de preferéncia: +++, subst de preferéncia; ++, bom substrato; +, hidroliza; + hidrélise minima; - N&o hidroliza; PEN, penicilina;
CARB, carbenicilina; OX, oxacilina; CR, cefaloridina; CTX, cefotaxima; ATM, aztreonam; IPM, imipenem.

O grupo 1 é formado por cefalosporinases que nao sofrem
inibicao pelo acido clavulanico, também, pertencentes a
classe molecular C. O grupo 2 sao penicilinases, cefalospo-
rinases, ou ambas, que sofrem inibicao pelo acido clavula-
nico, também pertencentes as classes moleculares A e D.
Nesta classe estao as primeiras beta-lactamases isoladas
(TEM-1 e SHV-1). Porém, por causa do numeroso apareci-
mento de ESBLs mutantes, foram criadas duas sub-classes:
2a e 2b. A sub-classe 2a contém apenas penicilinases, en-
quanto a 2b contém ESBLs de amplo espectro, e com a ca-
pacidade de inativacao tanto de penicilinases quanto de
cefalosporinases na mesma proporcao (SHAH et al., 2004).
Com o passar dos anos, surgiu a necessidade da criagao de
novos subgrupos, segregados do subgrupo 2b. Trata-se
atualmente dos subgrupos 2be e 2br. No subgrupo 2be, a
letra “e" significa amplo espectro de atividade e represen-
ta as beta-lactamases capazes de inativar as cefalosporinas
de 3% geracao (ceftazidima, cefotaxima e cefpodoxima).
Assim, com os monobactans (aztreonam). No subgrupo 2br,
a letra “r" denota a reduzida ligacao aos inibidores de be-
ta-lactamases (&cido clavulanico e sulbactam); sdo também
conhecidas como ESBLs resistentes aos inibidores de beta-
lactamases (derivadas da TEM). Algumas ainda mantém-
se susceptiveis ao tazobactam (SHAH et al., 2004).

Existe, ainda, o subgrupo 2c, o qual foi separado do sub-
grupo 2b, devido a estas enzimas inativarem a carbenicili-
na, com maior afinidade do que a benzilpenicilina, e com
pequeno efeito sobre a cloxacilina. O subgrupo 2d inativa
a cloxacilina com mais afinidade do que a benzilpenicilina,
e com pequeno efeito sobre a carbenicilina, além de serem
fracamente inibidas pelos inibidores de beta-lactamases. O
subgrupo 2e sao cefalosporinases que podem também hi-
drolisar os monobactans e sdo inibidas pelo acido clavula-
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nico. Além disso, o subgrupo 2f foi adicionado, devido a
tratar-se de enzimas classificadas como " Serina-beta-lacta-
mases"”, em contraste as "Zinco-beta-lactamases", inclui-
das no grupo 3.

O grupo 3 s@o enzimas que possuem no seu sitio ativo a ne-
cessidade de Zinco (Zn) para exercerem seu efeito, por isso
chamadas de "Zinco-beta-lactamases" ou simplesmente
" Metallo-beta-lactamases”, e correspondem a classe molecu-
lar B. Finalmente existe o grupo 4, onde localizam-se as peni-
cilinases que néo sao inibidas pelo acido clavulanico, e ainda
nao possuem grupo molecular definido (SHAH et al., 2004).

Classificacao Molecular

A classificacdo molecular das beta-lactamases é baseada
na seqliéncia de nucleotideos e aminodcidos destas enzi-
mas. Nos dias atuais, 04 classes sao conhecidas (A a D), e
sao correlacionadas com suas classificacoes funcionais. As
classes A, C e D agem através do mecanismo baseado nas
“Serinas"”, enquanto a classe B ou Metallo-beta-lactamases
necessitam de Zinco (Zn) para sua ac¢ao. A maioria das
ESBLs estao contidas na classe molecular “A" de Ambler
(AMBLER, R P, 1980), caracterizadas pela presenca do si-
tio ativo “Serina" e massa molecular de aproximadamente
29.000 KDa, e preferéncia (afinidade) de hidrélise sobre as
penicilinas (HALL E BARLOW, 2005).

Caracteristica de susceptibilidade das ESBLs

As ESBLs diferem-se entre si (mesma familia) por substi-
tuicoes na sequéncia de aminodacidos (de 1 a 7), os quais al-
teram configuracées e propriedades do seu sitio ativo. As
substituicoes mais importantes sao as mutagoes que confe-
rem amplo espectro a estas enzimas (Ex.: Posicao 164 de
Ambler nas TEMs, 179 nas SHVs e 238 em ambas), que
ampliam seu sitio ativo, o qual produz espaco suficiente
para interacdo entre a enzima e os antibidticos beta-lacta-
micos de amplo espectro portadores de grandes cadeias
Oxiamino-; como resultado, esta modificacao faz com que
estas enzimas sejam capazes de hidrolisar antibiéticos be-
talactamicos como a: Ceftazidima, Cefotaxima, Cefuroxi-
ma e Aztreonam. Em contraste como suas “parentes” pro-
ximas (TEM-1, TEM-2 e SHV-1), que reconhecem os anti-
biéticos betalactamicos de amplo espectro como substrato,
muito fracamente (KNOX JR., 1995).

Fatores de Risco

Alguns estudos tém revelado a existéncia de vérios fatores
de risco independentes entre si, associados a producao de
ESBLs. O principal fator, sem duvida, estd relacionado ao
tempo de permanéncia do paciente nos hospitais, princi-
palmente nos centros de tratamento intensivo (CTIs) (BIS-
SON et al., 2002; KIM et al., 2002; MENASHE et al., 2001;
LUCET et al., 1996); outro fator importante, sao casos de
hospitalizacao anterior, onde houve o uso de diversos anti-
microbianos para erradicacao da infeccao, principalmente
cefalosporinas de amplo-espectro (KIM et al., 2002; ME-
NASHE et al., 2001; KIM et al., 2002; LAUTENBACH et al.,
2001; PENA et al., 1997).

Outro importante fator de risco esta associado a utilizacao
de procedimentos invasivos, como cateteres venosos cen-
trais, cateteres arteriais, urindrios e cateteres utilizados em
drenagem biliar (MENASHE et al., 2001; LUCET et al,,
1996; KIM et al., 2002; PENA et al., 1997; HO et al., 2002),
além de intubacgoes pulmonares, mecanismos de ventilacao
pulmonar artificial e doencas severas (doencas malignas e
falha cardiaca) (MENASHE et al., 2001; PENA et al., 1997%;
HO et al., 2002; PIROTH et al., 1998).
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Reservatorios Nao-Hospitalares

Os microrganismos produtores de ESBLs sdao usualmente
encontrados no ambiente hospitar, conforme mencionado
anteriormente, principalmente nas unidades de tratamento
intensivo (CTIs). Embora seu aparecimento venha aumen-
tando em ambientes cirtrgicos, pedidtricos e neonatais,
além dos oncolégicos.

Situacgoes inusitadas vém sendo reportadas com mais fre-
qiéncia nos EUA e na Francga, a exemplo do aparecimento
deste fendmeno em locais até entdo sem relatos de trans-
missao de microrganismos produtores de ESBLs, como cen-
tros de reabilitacdo (Clinicas de Reabilitacdo), centros de
repouso (Asilos), assim como pacientes ambulatoriais porta-
dores de doencas cronicas que podem ser transmissores de
microrganismos produtores de ESBLs (BRADFORD et al,
1995; RASMUSSEN et al., 1993; EINHORN et al., 2002).
Algumas vezes, este reservatério nao hospitalar pode ser
bem grande, como mostra um estudo realizado no Hospital
Michel Reese em Chicago, onde ? das bactérias gram-ne-
gativas resistentes a ceftazidima (Cefalosporina de 3*. Ge-
racao) sao advindas de pacientes provenientes de casas de
repouso e clinicas de reabilitacdao. E em 80% destes casos,
os microrganismos resistentes a ceftazidima foram isolados
na primeira cultura realizada no ambiente hospitalar (RAS-
MUSSEN et al., 1993).

Opcoes Terapéuticas

Existe a possibilidade de tratamento com cefamicinas, co-
mo a cefoxitina, cefotetan e moxalactam, que sao geral-
mente efetivos contra as Enterobacterias produtoras de
ESBLs (TEM-, SHV- e CTX-M-). Porém, com terapias pro-
longadas a Klebsiella pneumoniae, pode adquirir resistén-
cia as cefamicinas (PANGON et al., 1989; MARTINEZ-
MARTINEZ et al., 1996).

Os aminoglicosideos também podem ser utilizados se a ce-
pa estudada for suceptivel. Porém, devido aos genes que
condificam as ESBL, serem transmitidos via plasmideos,
existe a possibilidade de transmissao cepa-a-cepa, fator que
pode levar rapidamente a transmissao de resisténcia a esta
classe de farmaco. J4 que a maioria dos microrganimos pro-
dutores de ESBLs serem também resistentes aos aminoglico-
sideos, principalmente a gentamicina (OTEO et al., 2002).
A utilizacdo de Beta-lactamicos em associacdo com inibi-
dores de beta-lactamases, inicialmente, foi considerado o
tratamento de escolha, embora nao se demorou muito pa-
ra verificar-se sua ineficacia in vivo (FRENCH et al., 1996).
Inicialmente, foi verificado que estes farmacos estdo tam-
bém sujeitos ao aumento da concentracao inibitéria mini-
ma (CIM), com o aumento do inéculo bacteriano (CARON
et al., 1990), além disso, pode haver perda de porinas na
membrana externa bacteriana, o que leva também a re-
ducéo na atividade inibitéria destes farmacos (RICE et al.,
1993). Além do mais, verificou-se que o sulbactam e o ta-
zobactam nao possuem bons efeitos contra ESBLs codifica-
das pelos genes SHV- (JACOBY e CARRERAS, 1990; BAU-
ERNFEIND, 1998).

Outra opcdao seria a utilizacao de fluoroquinolonas, ja que
inicialmente achava-se que a sua resisténcia era somente
codificada por via cromossomal. Novamente, esbarrou-se
na caracteristica da maioria das bactérias produtoras de
ESBLs, possuir este cromossomo (PATERSON et al., 2000).
Além do mais, alguns estudos vém demonstrando que esta
resisténcia também pode ser transferida via plasmideos
(MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1998).

As cefalosporinas de 4°. geracao demonstram alta capacida-
de de destruir estes microorganismos in vitro. Relatos de-
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monstram niveis como 95-100% de atividade contra este ti-
po de microorganimo (JOHNSON et al., 1999; BIEDEN-
BACH et al., 1999; TALLIS et al., 1999; JONES et al., 1998).
Embora estes farmacos demonstrem o mesmo problema
apresentado pelas outras cefalosporinas (aumento da CIM,
conforme aumento de indculo). Um exemplo deste efeito po-
de ser visualizado em modelos de infeccao em ratos (SZABO
et al., 2001). Atualmente, o cefepime néo é considerado far-
maco de primeira escolha para infeccoes causadas por mi-
croorganismos produtores de ESBLs. Mesmo quando em
combinacao com a amicacina ou outro aminoglicosideo, pois
este uso ainda necessita de mais estudos clinicos antes de
ser recomendado como tratamento de escolha.

Finalmente, temos os carbepens (Imipenem, Meropenem)
que possuem acao uniforme contra este tipo de microorga-
nimo, seja in vitro ou in vivo (BELL et al., 2002; JONES et
al., 1998). Além disso, os carbepens sao altamente estaveis
a atividade hidrolitica das ESBLs, sem contar sua 6tima pe-
netracdo através da membrana externa, principalmente de-
vido a seu peso molecular compacto e sua forma estrutural
muito peculiar. Mecanismos de resisténcia a estes farmacos
ja véem sendo detectados, tais como perda de proteinas na
membrana externa (MACKENZIE et al., 1997); resisténcias
especificas contra ESBLs codificadas por TEM-, SHV- e
AmpC- foram descritas como resultado da perda de porinas
(MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1999). A aquisicao de car-
bepenases, enzimas capazes de degradar os carbepens,
também vém sendo descritas por inimeros centros de pes-
quisa distribuidos pelo mundo (LIVERMORE, 1997).

Medidas de Controle

Modos de Transmissao

A ampla e rapida distribuicao geografica das ESBLs é uma
ameaca com que os hospitais do mundo inteiro estao se de-
parando desde do inicio dos anos 80. As formas usuais de
transmissao incluem a disseminacao clonal das cepas pro-
dutoras de ESBLs (FRENCH et al., 1996; PALUCHA et al,,
1999; PENA et al., 1998) ou a disseminacao através de ge-
nes produtores de ESBLs carreados por plasmideos que sao
transmitidos entre géneros diferentes de Enterobactérias
(KITZIS et al., 1988; RICE et al., 1990). Ambas, a dissemi-
nacao por plasmideos ou a préopria multiplicacao bacteria-
na, podem ocorrer concomitantemente (PALUCHA et al.,
1999; NEUWIRTH et al, 1996; VENEZIA et al., 1995).
Além disso, alguns estudos tém demonstrado que o mesmo
gene codificador tem sido encontrado em diferentes plas-
mideos presentes em diferentes cepas. Finalmente, ja se
sabe que alguns genes codificadores de ESBLs sao residen-
tes em transposons ou em integrons, fornecendo assim os
meios adicionais para sua propagacao e expressao (NAAS
et al., 2001; POIREL et al., 1999 e 2000).

Riscos de Transmissao

A transmissdo das ESBLs no ambiente hospitalar é muito
complexa e envolve diversas varidveis. Algumas vezes pa-
cientes provindos de ambientes externos, como casas de
repouso ou outras instituicées (ex.: Clinicas de Reabili-
tacao), podem ser carreadores e transmissores iniciais de
cepas produtoras de ESBLs, quando admitidos no ambien-
te hospitalar (BRADFORD et al., 1995; RASMUSSEN et al.,
1993; EINHORN et al., 2002). Embora a transmissao mais
citada na bibliografia seja a que acontece no ambiente hos-
pitalar, favorecida pela pressao seletiva de antibiéticos
que, como resultado, podem favorecer a transmissao inter-
pessoal entre os profissionais de satde, que manipulam o
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paciente colonizado, e acabam transmitindo o microrgani-
mo a outros pacientes até entdo nao infectados (EINHORN
et al., 2002).

Isolamento e precaucées no contato com pacientes

O isolamento e cuidados especiais no contato com pacien-
tes infectados com bactérias produtoras de ESBLs sdo pon-
tos cruciais no controle da disseminacao de tais microorga-
nismos no ambiente hospitalar (FRENCH et al, 1996;
SHANNON et al., 1998). Atualmente, ja existem alguns
documentos citando medidas a serem tomadas quanto a
manipulacao de tais pacientes (Guia do CDC) (GARNER,
1996).

Além da separacéo fisica dos pacientes infectados ou colo-
nizados por bactérias produtoras de ESBLs, deve-se tomar
alguns cuidados durante o contato com estes pacientes,
tais como: atencao cuidadosa na anti-sepsia (ex.: uso de
clorexidina), além da utilizacdo de vestimenta especifica
com objetivo de protecao individual (GARNER, 1996).

IDENTIFICAQ@\O DE BETA-LACTAMASES (ESBLs) NO
LABORATORIO DE ROTINA (Andlises Clinicas)

Identificacao inicial de bactérias produtoras de ESBLs —
(Classe Molecular A e D, de Ambler )

Para a identificacao inicial de bactéria produtoras de ESBLs
deve-se utilizar a metodologia proposta pelo NCCLS (Nati-
onal Committee of Clinical Laboratory Standards), no docu-
mento M100-S14 de janeiro de 2004, que utiliza antibidticos
“marcadores” da possivel presenca de ESBLs. Os antimi-
crobianos preconizados pelo NCCLS como marcadores pa-
ra triagem de ESBLs e os pontos de corte para o método de
difusao do disco estdao descritos na tabela 2 (Tab. II).

Tabela ll
Critério de “Screening” sugerido pelo NCCLS, para evi-
denciacao de ESBLs

Agente Antimicrobiano Halo de difusdo do disco (mm)

Cefpodoxima <17
Ceftazidima <22
Aztreonam <27
Cefotaxima <27
Ceftriaxona <25

Resultado = Pode indicar a producdo de ESBL, necessita confirmacao.

* Esta tabela foi adaptada do documento M100-S14 (NCCLS, 2004).

Esta primeira triagem pode ser feita durante a realizacao
do antibiograma de rotina, tomando-se cuidado de incluir
os antibiéticos “marcadores”. Qualquer halo menor que o
descrito na tabela 2 é indicativo da producédo de beta-lac-
tamases de espectro estendido (ESBLs).

Para confirmacao deste fenémeno o NCCLS indica duas
metodologias. A primeira € a verificacdo através da meto-
dologia do E-teste®, o qual tornou-se praticamente invia-
vel para uso em laboratério de rotina, devido principal-
mente ao seu alto custo. A segunda metodologia pode ser
incorporada durante a realizacao do antibiograma (Aproxi-
macao do disco).

Confirmacao da producao de ESBLs (Classe Molecular A
e D, de Ambler), através da metodologia de Aproximacao
do Disco

Também conhecido como “Double-disc synergism", neste
teste utiliza-se no centro de uma placa (150 mm) de agar
Muller-Hinton, previamente inoculada com a cepa a ser es-
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tudada ajustada para a escala 0.5 de Mac Farland (10°
UFC/mL) e coloca-se no centro do agar um disco de amo-
xacilina/acido clavulanico e, ao redor deste, os antimicro-
bianos marcadores (Cefoxitina, Aztreonam, Ceftazidima e
Cefoxitina) na distancia de 20 a 30 mm de centro a centro,
em relacao ao disco central (Fig. 1).

Figura 1 - Exemplificacdo da metodologia de Aproximacao do
Disco (Classe A e D de Ambler) (NCCLS, 2004).
* Escherichia coli produtora da ESBL. AMC = Amoxacilina + Acido
Clavulanico; CTX = Cefotaxima; ATM = Aztreonam; CAZ = Ceftazidima;
CPO = Cefpodoxima. A seta negra, demonstra o aparecimento do feno-
meno conhecido como Zona Fantasma “Ghost Zone”, que caracteriza a
producao de ESBL pela cepa bacteriana isolada.

Apbs incubacéo por 18 a 20 horas de 33 a 35°.C, deve ser
procedida a leitura dos halos. A formac¢ao de uma zona fan-
tasma “Ghost Zone" entre qualquer antimicrobiano mar-
cador e o disco contendo acido clavulanico é positiva para
presenca de ESBL (NCCLS, 2004). Este teste pode ser in-
corporado durante o Antibiograma de rotina, apenas to-
mando cuidado de colocar-se os antibiéticos marcadores
perto do disco de amoxacilina/dcido clavulanico, com o ob-
jetivo de verificar a possivel producdo da Zona Fantasma.

Identificacao inicial de bactérias produtoras de Metallo-
beta-lactamases - (Classe Molecular B, de Ambler)

A producao destas enzimas pode ser visualizada pela me-
todologia da aproximacao do disco modificado (ARAKAWA
et al.,, 2000; LEE et al., 2001; YONG et al., 2002). Neste tes-
te, utiliza-se os discos de imipenem, meropenem e/ou cef-
tazidima estrategicamente alinhados ao redor de um disco
de papel impregnado com 750 ng de EDTA. O aparecimen-
to de uma zona de confluéncia entre os carbepens e/ou a
ceftazidima e o disco contendo EDTA (inibidor de Metallo-
Beta-Lactamases) é considerado positivo para a presenca
de Metalo-beta-lactamases (Fig. 2).

Figura 2 - Demonstracao da deteccao de Metallo-Beta-Lactamases
(Classe B de Ambler), através da difusao do disco modificada.

* EDTA = Acido etilenodiaminotetracético; IMP = Imipenem. O aumento
na zona de inibicdo em torno do disco de Imipenem, demonstra a acao

pela cepa bacteriana. A seta negra, demonstra o local onde ocorreu
aumento da sensibilidade, devido a agao do EDTA.
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Identificacao de bactérias produtoras de AmpC (ESBLs) —
(Classe Molecular C, de Ambler)

Também, conhecidas como Beta-lactamases cromossomais
induzidas, as ESBLs (AmpC), constituem um grupo de en-
zimas com caracteristicas particulares. Entre estas caracte-
risticas podemos destacar a resisténcia aos inibidores de
beta-lactamases, como o acido clavulanico, tazobactam e
sulbactam (THOMSON e SMITH MOLAND, 2000).

Em algumas espécies este fendémeno é constitutivo, tais co-
mo: Citrobacter freudii, Morganella morgani, Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes, Serratia spp., Providen-
cia spp. e Pseudomonas aeruginosa. Desta maneira, uma
vez feita a identificacdo da espécie, o laboratério deve in-
formar que estas sao capazes de produzir beta-lactamases
cromossomais induziveis, e podem desenvolver resisténcia
as cefalosporinas de 3° geracao durante o tratamento com
estes antimicrobianos ou com outros indutores, como a ce-
foxitina (PITOUT et al., 2003).

Para a deteccao da producao destas enzimas em outras
bactérias, que nao apresentam este fenémeno constitutiva-
mente, a melhor maneira seria visualizar a resisténcia as
cefamicinas, como a cefoxitina, pois trata-se do melhor in-
dutor deste fendmeno (BAUERNFEIND et al., 1998). Em-
bora, muitas vezes, isto ndo seja possivel, devido a neces-
sidade do contato prévio com indutor, o que dificulta sua
deteccao. (YAN et al., 2002).

Por issso, a melhor maneira de observar este fenémeno a
nivel fenotipico, é através da metodologia da aproximacao
do disco, modificada (YAN et al., 2002; YONG et al., 2005).
Nesta metodologia, coloca-se um disco de cefoxitina, pré-
ximo a um disco de Aztreonam ou outro beta-lactamico (15
mm de centro a centro), e o aparecimento de uma zona de
entroncamento “Truncada”, entre os dois discos é presun-
tivo da presenca de ESBL, da classe C de Ambler (Fig. 3).

Figura 3 - Deteccao de Beta-Lactamase do grupo C de
Ambler (Induzida).

* CFX = Cefoxitina, antibiético da classe das cefalosporinas (Cefamicina), que
é forte indutora da producao de Beta-Lactamases do grupo C; ATM =
Aztreonam, farmaco beta-lactamico, o qual, inicialmente a bactéria se mos-
trava sensivel. A seta negra, demonstra a zona onde ocorreu diminuigdo na
sensibilidade (Zona Truncada), causada pela exposicao da bactéria ao anti-
biético cefoxitina (indutora).

CONCLUSAO

O aumento "explosa@o"” no aparecimento das beta-lactama-
ses de espectro-estendido, observada nos ultimos anos, é
devida em grande parte, a pressao seletiva sofrida pela uti-
lizacao indiscriminada de cefalosporinas de 2° e 3° ge-
racoes. Parece inevitdvel que as ameacas mais importantes
aos clinicos, neste milénio, serd o encontro freqiiente com
patégenos que produzem Beta-lactamases multiplas e po-
tentes, incluindo as mediadas por plasmideos tais como
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ESBLs, AmpCs, e as Metallo-Beta-Lactamases. Além disso,
a inabilidade de muitos laboratérios de microbiologia clini-
ca em fornecer a informacao oportuna e exata sobre a ocor-
réncia de tais enzimas facilitard sua propagacao.

Se a pressao da selecao continuar e controle destas in-

fe

ccoes forem ineficazes, a propagacao da resisténcia con-

tinuara a se espalhar e havera mais organismos que sao to-

ta

Imente resistentes aos antibiéticos atualmente disponi-

veis. Para evitar isto, serd necessario mudar os comporta-
mentos atuais como o diagnéstico e a terapéutica. A prio-
ridade principal deveria ser o incentivo financeiro aos la-
boratérios clinicos, por parte do governo, com objetivo de
atualizar sua equipe técnica e equipamentos necessarios
para se detectar estas enzimas, além de outros mecanismos
de resisténcia emergentes.
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