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Resumo

A resisténcia aos antibiéticos € um problema alarmante e preocupante. Com o
incorreto uso dos mesmos, as bactérias tém-se tornados resistentes por varios mecanismos.
Relativamente aos antibioticos beta-lactamicos, a classe mais utilizada, a resisténcia da-se
essencialmente por produgao de beta-lactamases. De entre uma enorme variedade destas
enzimas, sao as beta-lactamases de largo espetro (ESBLs) que merecem especial atengao uma
vez que sao responsaveis pela ineficacia das cefalosporinas de terceira geragao, o que levou a
uma mudanga da terapéutica empirica de algumas infecoes por bactérias Gram negativo.
Dentro das ESBLs, as cefotaximases (CTX-M) tém provado ser as mais bem-sucedidas em
termos de evolugao e epidemiologia. Originado de Kluvyera sp., o gene blac y ., associado a
elementos genéticos moveis e a estirpes de bactérias multirresistentes como Escherichia coli
STI131, é o responsavel pela produgao de CTX-M. Varias mutagoes neste gene, originam
toda a diversidade destas enzimas, que se propagaram a um ritmo bastante acelerado,
encontrando-se disseminadas por todo o mundo. A presente monografia fara uma
compilagao de dados disponiveis até ao momento sobre as CTX-M, com foco na estrutura,

classificagao e epidemiologia das mesmas.

Abstract

Antibiotic resistance is an alarming and worrying problem. With incorrect usage of
antibiotics, the bacteria have been developing resistant by various mechanisms. For beta-
lactam antibiotics, the most widely used class, resistance occurs primarily by production of
beta-lactamases. From a huge variety of these enzymes, the extended spectrum beta-
lactamases (ESBLs) deserve special attention since they are responsible for the
ineffectiveness of the third-generation cephalosporins, which led to a change of empirical
therapy of some Gram negative bacteria infections. Within the ESBLs, the cefotaximases
(CTX-M) have proven to be the most successful in terms of evolution and epidemiology.
Originated from Kluvyera sp., the blacry v gene, associated with mobile genetic elements and
strains of multiresistant bacteria such as Escherichia coli ST131, is responsible for producing
CTX-M. Several mutations in this gene originates the diversity of these enzymes, which is
propagated at a very rapid pace, being widespread worldwide. This undergraduate thesis will
make a compilation of available data to date on the CTX-M, focusing on their structure,

classification and epidemiology.
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l. Introducao

As infe¢oes bacterianas eram, na era pré-antibiotica, a principal causa de morte. Com
a descoberta dos antibiéticos o paradigma mudou, tornando estas doengas totalmente
controlaveis e combativeis, sendo as doengas cardiovasculares as principais causadoras de
morbilidade e mortalidade no Mundo. Recentemente, segundo o Centre for Disease
Prevention and Control (CDC, 2015), devido ao uso excessivo, inapropriado e irracional
dos antibioticos, tem-se assistido a chamada ‘resisténcia bacteriana’ que tem exigido

mudangas na terapéutica empirica e necessidade de evolugao e descoberta de antibioticos.

A penicilina foi o primeiro antibidtico comercializado, e foi descoberto em 1928 por
Alexander Fleming. Enquanto nao era distribuido pelo publico em geral foi usado na segunda
guerra mundial e foi considerado ‘milagroso’ devido ao seu poder de curar infegoes. A partir
dai as pessoas criaram uma falsa expectativa relativamente as doengas infeciosas, achando
que estariam para sempre controladas. Poucos anos apos o uso da penicilina, comegaram a
aparecer estirpes de bactérias resistentes a mesma. Na verdade, quando Fleming ganhou o
prémio Nobel, ele logo alertou que as bactérias um dia se poderiam tornar resistentes a
penicilina (CDC, 2015).

Assim, apesar da resisténcia aos antibidticos nao ser um novo problema, esta a
tornar-se mais perigosa e urgente e hoje constitui um problema de saiude publica. Muitas
inffegoes sao agora mais dificilmente tratadas, podendo ocorrer maior mortalidade e
morbilidade. Além disto ha um aumento dos custos de saude, contribuindo para a divida
publica. Segundo o European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC, 2015)
morrem 25.000 pessoas anualmente na Europa devido a resisténcias bacterianas e os custos
de saude rondam os 1.5 mil milhdes de Euros.

A resisténcia bacteriana resulta inevitavelmente e naturalmente do processo do uso
dos antibioticos. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2011), 65% das
pessoas tomaram antibidticos nos ultimos 6 meses e 35% no Ultimo més, contudo tem
tendéncia a aumentar com comportamentos e praticas humanas incorretas que se podem
resumir em trés pontos:

|. Uso abusivo: o antibiético é usado para prevenir uma certa infegao.

2. Uso insuficiente: quando os doentes nao terminam o tratamento.

3. Uso inadequado: quando é receitado um antibiotico na falta de um meio de
diagnostico (sem saber qual a bactéria em causa), resultando no uso em situagoes incorretas.

Além disto, o uso de antibidticos em doses subterapéuticas para crescimento e profilaxia de
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doengas em animais na industria alimentar, a falta de qualidade das indUstrias farmacéuticas
(produzem antibioticos com concentragoes nao coincidentes com o definido) e o pobre
acesso a medicagao em paises subdesenvolvidos (levando a que as terapéuticas nao sejam

levadas até ao fim) contribui para o problema global da resisténcia (OMS, 201 I).

Devido ao problema atual e preocupante, a presente monografia tem como objetivo
abordar a resisténcia bacteriana, especificamente relativamente aos antibioticos beta-
lactdmicos e o mecanismo de resisténcia mais comum, a producao de beta-lactamases. Para
isso, numa primeira parte abordar-se-a os mecanismos de resisténcia em geral, e de seguida
havera um foco nas beta-lactamases, nomeadamente beta-lactamases de largo espetro
(ESBLs), e por fim, incidira na ESBL do tipo CTX-M, que sao as mais disseminadas e

alarmantes.

2. Antibioticos beta-lactamicos

Para compreender o mecanismo e o conceito de resisténcia deve-se conhecer
primeiro a estrutura e mecanismo de agao dos antibioticos beta-lactimicos. Os antibioticos
atuam contra as bactérias interferindo com processos essenciais a multiplicagio e
sobrevivéncia. Podem ser classificados em inibidores da sintese da membrana citoplasmatica,
inibidores da sintese de acidos nucleicos, inibidores da sintese proteica e inibidores da
sintese da parede celular. Esta ultima é executada pelos beta-lactimicos, atuando na fase

membranar (MIMS et al., 1993).

Os antibioticos beta-lactimicos nao sio um grupo homogéneo na sua estrutura
quimica, nem nos seus efeitos e indicagoes terapéuticas, contudo tém a caracteristica
comum de serem constituidos estruturalmente pelo anel beta-lactimico, que lhes da o
nome. Este anel é constituido por 3 atomos de carbono e um de nitrogénio com radicais
substituintes. Este anel é obtido da cultura de Penicillium chrysogenum, podendo apresentar-se
isolado ou conjugado com outro anel (SOUSA, 2005; PFALLER et al., 2013).

As penicilinas surgem como um exemplo no qual o anel beta-lactamico se encontra
unido a um anel de tiazolidina, enquanto nas cefalosporinas o anel encontra-se associado a
um anel de dihidrotiazina. A classe dos carbapenemos exibe uma cadeia lateral hidroxietil
associada ao anel beta-lactimico e o atomo de enxofre foi substituido por um carbono e
uma dupla ligagao. Os monobactamicos s6 tém o anel beta-lactimico e a particularidade de

possuirem a molécula 2-oxoazetidina-|-sulfonico (Tabela |). De uma forma geral, as
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substituicoes de radicais originam diferentes propriedades e espetros de agao dos beta-
lactamicos (SOUSA, 2005; PFALLER et al.,, 2013).

Dentro do grupo existem moléculas com espetro reduzido (por exemplo
flucloxacilina), espetro alargado (por exemplo ceftriaxona), atividade contra Pseudomonas sp.
(por exemplo ceftazidima) e atividade contra anaerobios estritos (por exemplo imipenemo)

(SOUSA, 2001).

Tabela I: Classes, subclasses e estrutura molecular dos grupos de antibiéticos beta-lactdmicos. (Adaptado de (SOUSA,
2005; PFALLER et al,, 2013)).

Classe

Subclasse

Exemplo

Molécula base

Penicilinas

Penicilinas

Penicilina

Aminopenicilinas

amoxicilina, ampicilina

Ureidopenicilinas

piperacilina ticarcilina

Carboxipenicilinas

cloxacilina, oxacilina

Penicilinas  resistentes  as

penicilinases

Meciliname

Amidinopenicilina

prac

Cefalosporinas

Cefalosporinas |°geragao

cefalotina, cefazolina

1

KH< S
Cefalosporinas 2°geragao Cefuroxima
Cefalosporinas 3%geracao cefotaxima,
ceftazidima
Cefalosporinas 4*geracao Cefepima
Carbapenemes - Ertapenem, imipenem H
R
|
OH
Monobactamicos | - Aztreonam
R

Como referido, os antibidticos beta-lactamicos interferem com a sintese da parede
celular. O peptidoglicano é o maior constituinte da parede de bactérias e nao se encontra
em eucariotas. A estrutura elementar deste composto € uma cadeia que consiste em
moléculas de N-acetilglucosamina (NAG) e acido N-acetilmuramico (NAM) alternadas. Estas
cadeias sao por sua vez ligadas entre si por pontes de aminoacidos que promovem a ligagao
entre NAMs. Estas pontes sao pentapéptidos compostos por L-alanina, acido D-glutamico, L-

lisina, D-alanina e D-alanina (Figural)
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Nas bactérias Gram negativo a ligagao interpeptidica localiza-se entre o grupo amina
da L-lisina e do grupo carboxilo da D-alanina. Esta reagao € uma transpeptidacao que é
catalizada por enzimas especificas, a transpeptidase, carboxipeptidase, endopeptidase,
também chamadas proteinas de ligagao da penicilina (PBPs). Estas quando se ligam ao
aminoacido formam o complexo enzima-acil-D-alanil e promovem a eliminagao do terminal
da D-alanina (SOUSA, 2005; PFALLER et al.,, 201 3).

Os antibioticos beta-lactamicos inibem irreversivelmente as PBPs. Este mecanismo é
explicavel dada a analogia da molécula da penicilina com a porgao terminal D-alanina-D-
alanina, da cadeia peptidica do peptidoglicano. Daqui resulta a inibicdo da formagao do
peptidoglicano. Se a ligacao for a PBP| ocorre lise celular, se for a PBP2 produzem-se células
gigantes esféricas e se for a PBP3 ocorre filamentagao (GEORGOPAPADAKOU, 1993). A
ligacao a algumas destas PBPs ou a todas é condi¢ao fundamental para que ocorra a inibigao
do crescimento e autodlise celular.

Os antibidticos beta-lactimicos tém entao acao bacteriostatica e indiretamente
causam autdlise celular, sendo também bactericidas. Outra particularidade é que sé sao

ativos contra bactérias em crescimento (SOUSA, 2005; PFALLER et al,, 2013).

= GICNAC — MurNAc — = GIcNAC—MurNAc —
|
L-Ala L-Ala
D-Ala |
Glu N-> Glu
L s —> 1 l "N—c=0
ys N: C=0 ys o
H | H |
—
D-Ala D-Ala D-Ala D-Ala
|
D-Ala Lys D-Ala L Ts
Glu Glu
l
L-Ala L-Ala
|
— MurNAc — GicNAc— = MurNAC — GlcNAc —

Figura I: Mecanismo de ligagdo entre dacidos N-acetilmurdmicos. (Adaptado de (PFALLER et al., 2013)).

A entrada destes antibidticos na célula bacteriana esta diretamente relacionada com a
parede celular, estrutura e composicao, o que difere nas bactérias Gram positivo para as
Gram negativo (SOUSA, 2005).

Nas bactérias Gram positivo o peptidoglicano e os acidos lipoteicdicos sao os
principais constituintes da parede celular e a membrana citoplasmatica esti justaposta. E
nesta membrana, no folheto externo que se encontram as PBPs (SOUSA, 2005).

Nas bactérias Gram negativo, a parede é muito mais complexa. A parede celular

apresenta-se mais estratificada, sendo constituida por camadas de lipopolissacarideos e
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fosfolipidos (membrana externa), onde se inserem poros constituidos por proteinas (as
porinas) sobre a qual se encontra a camada de peptidoglicano. Entre esta camada e a
membrana citoplasmatica confina-se o espago periplasmico. E no folheto externo da
membrana citoplasmatica que se localizam as PBPs (SOUSA, 2005).

Assim, nas bactérias Gram positivo os antibioticos tém livre acesso as PBPs,
colocando-se apenas o problema do acido lipoteicoico ser inibidor da atividade autolitica
enddgena. Esta inibicao parece ser devida a formagao de micelas que funcionam de barreira
entre a autolisina e o peptidoglicano. Nas bactérias Gram negativo a membrana externa

podera representar uma barreira de permeabilidade (Figura 2) (SOUSA, 2005).

em bactenas Gram positivo e Gram negativo
respetivamente. (Adaptado de (SOUSA, 2005)).

Esta classe de antibioticos foi pioneira e ainda hoje é bastante usada. A nivel mundial
paises como Arabia Saudita, Franga, Espanha e Estados unidos sao os maiores consumidores
de penicilinas de largo espetro, segundo o Center for Disease Dynamics, Economics and
Policy (CDDEP,2010).

Na Europa paises como Franga, Italia, Roménia e Bélgica lideram o consumo.

Em Portugal, esta classe é a mais consumida, representando 64% do consumo total
de antibidticos em 2014 e dentro desta, sao as penicilinas conjugadas com inibidores de

beta-lactamases os mais usados (ECDC, 2015).

3. Resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos

3.1. Origem da resisténcia

A resisténcia aos antibioticos foi evoluindo como um processo natural do uso dos
antibioticos. Pode ser dividida entre resisténcia intrinseca ou resisténcia adquirida. A
resisténcia intrinseca € quando a bactéria tem uma defesa inata, e € uma caracteristica de
toda a espécie. Esta caracteristica pode ser observada nas bactérias Gram negativo que sao

intrinsecamente resistentes aos antibidticos vancomicina e teicoplanina. Tal facto deve-se ao
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elevado peso molecular destas moléculas, o que impede a sua difusao através dos canais de
porinas (MIMS et al, 1993). A resisténcia adquirida é quando a bactéria nao tinha
inicialmente a resisténcia, mas adquiriu-a por mutagao e/ou transferéncia de genes:

|- Mutacdo: ocorre uma mutagao cromossomal (delecao, inversao, insercao)
espontanea numa bactéria que resulta numa proteina alterada. Na presenca de antibioticos
estas bactérias sobrevivem em relacdo as outras e multiplicam-se, originando uma nova
estirpe de bactérias. O gene mutado é tanto mais disseminado quando maior a divisao da
bactéria, sendo, portanto, dependente do crescimento desta.

2- Transferéncia de genes: A bactéria nao resistente pode adquirir novos genes por

transformagao (a bactéria incorpora no seu DNA moléculas de DNA livres no meio),
transdugao (por meio de um bacteriofago) ou por conjugagao (a bactéria resistente transfere
o seu plasmideo a outra). Os genes de resisténcia podem estar presentes em plasmideos,
transposoes e/ou integroes. Os plasmideos tém alta capacidade de replicagao, facilitando o
processo de transferéncia de genes de resisténcia. Os transposoes, chamados genes
“saltantes”, podem mover-se do cromossoma para o plasmideo permitindo a disseminagao
mais rapida do gene de resisténcia ou podem passar de plasmideos nao transmissiveis para
transmissiveis, permitindo a disseminagao. Os integroes sao genes que sao integrados numa
certa regiao alvo por agao duma integrasse que por sua vez podem estar inseridos em
transposoes (MIMS et al., 1993; PFALLER et al,, 2013).

Quando a transferéncia de genes se da entre espécies ou estirpes diferentes
denomina-se por transferéncia horizontal. Por vezes pode dar-se a transferéncia de mais do
que um gene, originando resisténcias a varias classes de antibidticos, as bactérias

multirresistentes (NORMARK E NORMARK, 2002).

3.2. Mecanismos de resisténcia

As bactérias escapam ao efeito bactericida dos antibidticos beta-lactamicos

essencialmente por quatro mecanismos:

3.2.1. Alteracdo da permeabilidade da membrana externa em bactérias Gram-
negativo

A maioria dos antibiéticos devido ao seu peso molecular, neutralidade e hidrofilia
compativeis com os canais de porinas conseguem atingir o seu local de agao. Uma
diminuicdo da permeabilidade ou mesmo uma impermeabilizagio da membrana externa

podera levar a resisténcias. Este fato acontece devido a mutagoes nos genes que codificam as
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porinas, podendo levar a uma perda ou alteracao da fungao. Por exemplo algumas estirpes
de Pseudomonas aeruginosa modificam ou eliminam os seus canais OprD de porinas, levando

a resisténcia a carbapenemos (SOUSA, 2005; PFALLER et al., 2013).

3.2.2. Bombas de efluxo

As bombas de efluxo sao proteinas de transporte transmembranar que expulsam
para fora da célula substancias toxicas. Um aumento da eficiéncia da bomba de efluxo ou o
aumento do nimero de bombas de efluxo, leva a uma diminuicao da concentracao de
antibiético no interior da bactéria. Este mecanismo sozinho nao confere resisténcia a

antibiéticos, mas em combinagao com outros pode levar a faléncia terapéutica (MIMS et al.,

1993; PFALLER et al., 2013).

3.2.3. Alteracdo do alvo

Uma modificacao das PBPs é um dos mecanismos de resisténcia. Este mecanismo
processa-se por um de quatro mecanismos: |. substituicao de aminoacidos, que promove a
diminuicao da afinidade entre antibidtico e PBP; 2. aquisicao de novas PBPs; 3. existéncia de
proteinas resultantes da recombinagao entre genes que codificam PBP’s associadas a
expressao de suscetibilidade e PBP’s que conduzem a resisténcia ao antibiotico; 4.
hiperprodugao da proteina com consequente aumento do nivel de resisténcia aos
antibiéticos B-lactamicos (GEORGOPAPADAKOU, 1993). Este mecanismo assume especial
significado em Staphyilococcus aureus e Streptococcus pneumoniae por resisténcia a meticilina e

penicilina respetivamente (SOUSA, 2005).

3.2.4. Hidrélise do antibiético

Os antibioticos ao entrarem na célula podem ser hidrolisados por enzimas
plasmidicas ou cromossémicas, as beta-lactamases. Estas catalisam a hidrolise do anel beta-
lactamico (ligagao CO-N) originando um produto inativo.

Algumas beta-lactamases utilizam ides zinco para quebrar o anel beta-lactamico, as
metalo-beta-lactamases e outras utilizam a via éster-serina, as serino-beta-lactamases.

As serino-beta-lactamases associam-se primeiramente ao antibiotico de forma nao-
covalente formando o complexo nao covalente Michaelis. Posteriormente o anel é atacado
pelo hidroxilo livre da cadeia lateral de um residuo serina do sitio ativo da enzima,

originando um acil-éster covalente. A posterior hidrolise deste éster liberta a enzima, que se
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encontra ativa e disponivel para lisar mais moléculas de antibioticos, enquanto que o
antibiodtico se encontra hidrolisado e inativo (LIVERMORE, D., 1995).
As metalo-beta-lactamases nao formam o intermedidrio peniciloilenzima, fazendo

ataque direto ao anel beta-lactamico (Figura 3).

mﬁ* o 931;,, ,mg

g o

0-..19

m}r’ ¥ ‘:f"'

Figura 3: Modo de agdo das serino-beta-lactamases e das metalo-beta-lactamases respetivamente. (Adaptado
de (SOUSA, 2005)).

Nas bactérias Gram negativo as beta-lactamases encontram-se no periplasma,
acumulando-se e atingindo elevadas concentragoes que hidrolisam os antibioticos. Nas Gram

positivo, as enzimas sao excretadas para o meio exterior (SOUSA, 2005).

Nas bactérias Gram positivo o principal mecanismo ¢ a alteragao de PBPs e nas Gram

negativo € a hidrdlise do antibiotico (RICE, 2012).

4. Beta-lactamases

A primeira beta-lactamase foi descrita em 1940 por Abraham e Chain em E. colj,
antes da utilizagao terapéutica da penicilina (SOUSA, 2005). A partir dai varias beta-
lactamases foram sendo descobertas, e em 25 de julho de 20lIl o nimero de beta-

lactamases listadas era de 927 (RICE, 2012).

4.1. Denominacao e Classificacdo

A denominagao das beta-lactamases é feita consoante o nome do doente em que
foram isoladas (TEM: doente grega Temoniera), de acordo com o seu substrato (OXA, ativa

contra oxacilina), pelas suas propriedades bioquimicas (CTX, maior atividade contra

Ana Raquel Fernandes Barrocas |17



Epidemiologia das beta-lactamases CTX-M, em bactérias Gram negativo, em Portugal

cefotaxima) ou pelo nome do hospital em que foram isoladas (MIR, hospital Miriam)

(SOUSA, 2005).

A classificagao foi inicialmente de acordo com o perfil do substrato (penicilases,
cefalosporinases, etc.). Em 1980 Ambler agrupou-as em quatro classes (A, B, C e D) de
acordo com a sequéncia de aminoacidos. A Classe A sao as serino-beta-lactamases, a classe
B sdo as metalo-beta-lactamases dependentes de zinco, a classe C sao beta-lactamases
cromossomicas e a D s3o as oxacilinases (SOUSA, 2005).

Em 1995, BUSH, JACOB e MEDEIROS (1995) propéem uma nova classificagao que
relaciona o perfil do substrato e dos inibidores com a sua estrutura molecular. Esta
classificagao é feita em quatro grupos (1, 2, 3 e 4) O grupo | sao as cefalosporinases que nao
sao inibidas pelo acido clavulanico, o grupo 2 sao beta-lactamases que sio inibidas por
inibidores das beta-lactamases e pertencem ao grupo A ou D de Ambler, o grupo 3 sao as
metalo-beta-lactamases que sao pobremente inibidas por inibidores exceto o EDTA e o p-
cloromercuribenzoato e o grupo 4 sao as penicilinases que nao sao inibidas pelo acido
clavulanico. Em 2009, BUSH e JACOBY (2010) fizeram uma atualizagdo nos subgrupos

devido a crescente identificagao e expansao das familias de beta-lactamases (Tabela 2).

4.2. Beta-lactamases de largo espetro

As ESBLs sao definidas como as enzimas produzidas por certas bactérias que sao
capazes de hidrolisar cefalosporinas de espetro alargado, como ceftazidima, ceftriaxona,
cefotaxima e oximinomonobactamio. Os carbapenemos e as cefamicinas sao efetivos contra
bactérias produtoras destas enzimas e no geral as ESBLs sao inibidas pelo acido clavulanico e

pelo tazobactam (GHAFOURIAN et al.,, 2013).

A primeira foi identificada na Europa em 1980 sendo inicialmente frequentes em E.coli
e Klebsiella pneumoniae e agora sao observadas em outras enterobactérias. A maior
incidéncia ocorre em ambiente hospitalar devido ao uso de cefalosporinas de largo espetro,
os antibioticos de primeira linha em muitas infecoes (SOUSA, 2005).

As enzimas consideradas com caracteristicas ESBL sao principalmente as TEM, SHY,
OXA e as CTX-M. Sao encontradas em Enterobacteriaceae e em nao fermentadores como
Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp. e resultam de uma mutagao do gene bla na regiao que
codifica TEM-1, -2, SHV-1 e OXA-I0. Estas enzimas nao hidrolisam cefalosporinas de 3*

geragao e quando mutadas originam as ESBLs.
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Tabela 2: Classificacdo das beta lactamases. (Adaptado de (BUSH E JACOBY, 2010)).

Bush-Jacuby  Bush-Bacoln- 0 Inhibited by Repeescmative

o Medgiras [ristinsctive: substrate]s) [hefining characteristics
() group (laosy  (abelas) CAor TZB® EDTA ¢ ol enzyme(s)

1 1 C Cephalosparing Ma Mo Greater hydrolysis of cephalosporing B cail AmpdC, P,
than benaylpenicilling hydralyzes ACT-1, OMY.2,
ceplanycins FOxR-1. MIR-1

1z 1" 0 Cephalesporins RT] ] Incrensed hydrohsis of cefiazdime GO, CMY3T
and aften other oagimino-fi-

Lictams

2a 2a A Fenicillins Y= Mo Cereater hvdralysis af Pl
bereylpemicillin than
cephalosporins

Ih 2l A Temicillins, carly cephalosporins W i Bimilar hydrobvsis of beneylpenicilling. TEM-1, TEM-2,
and ceplealosparins SHWY-1

Zhe 2h A Extended - spectrum s Mo Increased hydrohsis of ogimino:f= TEMS, 512

cipliloaponns, lactams geefotaunie, Geftazidime, CTX-M-15,
monahasiams ceftrinmone, cefepime, nzitesnnm) FER-i. VER-1

b 2k A Memicillins Mar iy Resistanee 1o clanulanic acid, TEM-HI, SHW-14
sulbactany, and fazobactam

Zher Ml M Extended - spectrum Na Mo Increased hydrohsis of ogimina:f. TEM.S

ciplilosporins, lactams combined with resislance
manahecinms in clavalanic neid, sulhactam, and
Lzoiniclam

e e A Carbenicillin Yes Moo Inerensed hydrobsis of corbenicillin PSE-1, CARB-2

Zee Ml M Carbenicillin, cefepime Wes M Imcreased hydrobsis of carbeniclling RTG-4
cofepime, ol cofparom:

2 2d [ Cloxzsillin Yarinhle b Increnzed hydrihsic of closacillin or OXA-1, QXA
encacillin

e Ml (] Estended-spectrum WVariahle Moo Hwdralyzes clesacillin or ovacillin ONA-11, OXA-15

cephalisporins and axvimires-f-lactams

df Ml ] Carbapencms Wariahle M Hydrolyecs cleaacillion or odallin TA-23 QXA
and carhipenems

2 2e Estended-spiectrum Wi M Hydrolyzes cophalosparins. Cepay

cephalesporin Inhibited b clavulanic scid bur
nil azbrecnam

| | A Carbapencms Wariable Mo Iedrascd ydrolsis ol KEC-Z, IMI-1,
carbnpenems, axvimira-ji-lactams, SME-1
cuphamyvins

3 i BE1) Carbapenems Ma Yes  Brosd-spectrum bvdrolysis ineluding  IMP-1, VIM-L,
carbipenems but ot Cerd, IND:1
ol ams

B {EET) L1, CAL-1l, GOB-
1, FEZ-1

b i BB Carbapenems o Yes  Preferential hydrobsis of Cpha, Sih-1
carbiapenems

el 4 Unknoan

T OA, clavalanic aci
T, nob ingluded,

i TEB, taabactam.

Existe um grupo de ESBLs com grande importancia, as cefoxatimases (CTX-M). Estas
sao cefalosporinases naturais e rapidamente se espalharam por muitas espécies sendo a
classe mais disseminada e a principal causadora de bactérias resistentes as terapéuticas
existentes e por isso as mais importantes de caracterizar (SRIDHAR, 2012; LIEBANA et dl,
2013).

As SHV, TEM e as CTX-M contém serina no local ativo e pertencem a classe A de
Ambler (SOUSA, 2005) e ao grupo funcional 2be. As OXA pertencem a classe D e grupo
funcional 2d (SRIDHAR, 2012).
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5. Beta-lactamases CTX-M

5.1. Origem e disseminagao

A primeira cefotaximase a ser identificada veio de E.coli isolada de uma crianga de
quatro meses em Munique, Alemanha em 1989. Foi chamada CTX-M-I por ser cefotaximase
e M de Munique. A partir daqui a variedade destas enzimas cresceu exponencialmente e
atualmente estdo divididas em 6 grupos (Figura 4) de acordo com a sequéncia aminoacida
que diferem em >10% entre cada grupo e dentro de cada grupo diferem <5% (D’ANDREA
et al, 2013; LAHLAOUI et al.,, 2014).

Group 2
CTX-M-2/4-7/20/31/43/44/56/59/
T4/7592/97/124/131
?r_uup _1. LT  CTX-M-5/76/77/95/124
E T \.l\i.:.}f l:n.l 2 :5:;2{__ 28300 ) 1 A-1-6-7/8-12
53:::;..;1:‘ 1-55;‘;';5:;:::2: (K. ascorbata) Group 25
|u~|1-|'n'7 IIIF;'I 14111601 ;1| :;N (el SR
R A ATE194/ 100 CTX-M-45
CTX-M-78 (K. peorgiana)

CTX-M-3 (K. ascorbaera)
CTX-M-3T (K. cryocrescens)
CTX-M-132

Group 8
CTX-M-R'4/63
KLUG-1 (K. georgicia),

Group 9

CTX-M-123

KLUC Group . CTX-M-913/14/16-1921/24/
KLUC-2-4 CTX-M-64 27/38146-51/65/67/81/53-87/90/

93/98-99/102/104-106/110-113/
KLUC-1 1211220126134

(K. CIPOCTescens)
KLUY-1-4 (K. georgiana)

Figura 4: Varios grupos de beta-lactamases CTX-M. (Adaptado de (D’ANDREA et al, 2013)).

Sao codificadas pelo gene blacryx y que codifica 291 aminoacidos diferentes e apenas
uma alteragao num aminoacido pode levar a um novo aparecimento de uma nova CTX-M. A
maior parte destas enzimas sao ativas contra cefotaxima e ceftriaxona mas nao tanto para a
ceftazidima. Ao contrario das TEM e SHYV, sao originadas dos genes bla cromossémicos de
Kluyvera spp (bactéria ambiental, microbiota comensal do intestino humano, e muito
raramente patogénio oportunista) que se mobilizaram para os plasmideos. Plasmideos
conjugativos com blac;y.v foram adquiridos por bactérias patogénicas oportunistas como por
exemplo E.coli. Subsequentes mutagoes nestes genes originaram a diversificagao da familia.
Eventos de recombinagao genética também podem ter contribuido para o aparecimento de
novas CTX-M (SRIDHAR, 2012).

A presenca de um forte promotor upstream ao gene bla resulta na elevada expressao
de CTX-M. Acredita-se que sequéncias de inser¢ao (SI) serao as responsaveis pelo

aparecimento deste promotor. Varias S| foram identificadas, sendo a ISEcpl a mais
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disseminada e localizada na posi¢ao 42-266bp, associada a quase todas as classes de CTX-M,
exceto a classe CTX-M-8 (SRIDHAR, 2012).

Também associados a resisténcia bacteriana estao os elementos integrativos e
conjugativos. Nao sao estruturas homogéneas e incluem transposoes conjugativos ou os
plasmideos conjugativos integrativos que aparecem tanto em bactérias Gram positivo como
em negativo. Tém a possibilidade de passar entre cromossomas (através de um bacteridfago
por exemplo) ou de passar entre plasmideos por conjugagao.

Os plasmideos que transportam os genes bla.y 4 sao geralmente os IncFll, que estao
bastante distribuidos nas enterobactérias pelo mecanismo de conjugagao e normalmente
transportam também genes de resisténcia aos aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Sao os
chamados ‘Plasmideos pandémicos de resisténcia’ (SRIDHAR, 2012).

Entre a sequéncia de inser¢ao e o gene ha os espacadores, que produzem diferentes
tamanhos de espacos e pensa-se que estejam relacionados com diferentes expressoes do
gene. Além disto, o gene blacry v o tem sequéncias relacionadas com fagos, o que podera
indicar a importancia de bacteriofagos para a diversidade de enzimas CTX-M, ou seja, da
transdugao (CANTON et al, 2012).

A disseminagao das CTX-M a nivel mundial deve-se a participagao especifica de
clones de E.coli e Kpneumoniae que transportam o plasmideo com os genes blacy — 0s
chamados ‘clones de alto risco’. A estirpe de E.coli mais envolvida pertencente a sequéncia
tipo (ST) 131 e estd associada a disseminagio de CTX-M tanto na comunidade com em
ambiente hospitalar (SRIDHAR, 2012).

Apesar de haver casos de existéncia dos genes blary,y em nao-enterobactérias, estes

sao esporadicos e bastante isolados, sugerindo que estas especies nao contribuiram para a

dissemingao dos mesmos (D’ANDREA et al,, 2013).

5.2. Base molecular da atividade catalitica das CTX-M

Foram descritas até hoje 150 formas polimorficas das CTX-M. Algumas destas formas
aumentam o espetro hidrolitico enquanto que outras nao favorecem a ligagao a antibidticos
(LAHLAQUI et al,, 2014).

Os residuos de Ser237 e Arg276 trabalham em conjunto para a atividade de
cefotaximase e menos para a atividade de benzilpenicilinase. Estes contribuem para a
formacao de pontes de hidrogénio com o grupo carboxil C4, com o anel tiazolidico e com
grupo metil acetato da cefotaxima. Estes residuos também contribuem para a quebra da

ligacao de hidrogénio entre Asnl170 e Asp240 que é responsavel pela expansao do sitio ativo
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da enzima o que permite o correto posicionamento da cefotaxima de modo a ocorrer a
atividade catalitica. Assim, sao estes residuos que principalmente diferem as CTX-M das TEM
e das SHV uma vez que estas nao possuem atividade para a cefotaxima (ADAMSKI et al.,
2015).

Mais tarde, novas mutagoes foram surgindo pela pressao associada ao consumo da
ceftazidima e o espetro hidrolitico das CTX-M foi alterando. As mutagoes D240G e P167S
ou D240G e L169Q contribuem para o aumento da atividade contra a ceftazidima. A D240G
esta localizada no fundo na cadeia B3 e é responsavel pelo aumento da flexibilidade e
aumento da cavidade onde se insere a molecula de antibidtico. A P167S e L169Q estao
localizada no ‘omega loop’ da enzima e altera interagoes com a ceftazidima (Tabela 3).
Contudo, estas mutagoes levam a um decréscimo da atividade contra a cefotaxima, o que
pode ser revertido pela mutagao A77V (Tabela 3). Esta atua por estabilizacdo da enzima,
revertendo os defeitos causados pelas mutagoes descritas anteriormente. (D’ANDREA et dl.,
2013; PATEL et al., 2015).

Mutacoes em SI130G, K234R, S237G tornam as CTX-M resistentes aos inibidores
mas menos efetivas contra as cefalosporinas (D’ANDREA et al., 2013).

Assim, havera CTX-M mais especificas para cefotaxima como CTX-M-3, outras para
ceftazidima como CTX-M-58 e outras com atividade para ambas como CTX-M-52.

Daqui, resulta mais uma vez a necessidade de realcar o uso de um bom diagndstico

porque ser uma CTX-M nao significa que seja (apenas) resistente a cefotaxima.

Tabela 3: Concentragées minimas inibitérias (CMI) para varias CTX-M. (Adaptado de:(D’ANDREA et al,, 2013)).

Enzyme MIC (mg/L)

Cefotaxime Cefepime Ceftazidime
CTX-M-1 group
CTX-M-3 256 32 1
CTX-M-15 (CTX-M-3/D240G) 128 1 2
CTX-M-62 (CTX-M-3/P1675) 1 0.50 32
CTX-M-3/AT7V2 128 1.5 1
CTH-M-55/57 (CTX-M-3/A77V~+D240G) =256 4 2
CTH-M-52 (CTX-M-3/AT7V+ P1G75) 4 0,25 32
CTX-M-3/N1065" 3 15 0.50
CTX-M-3/N106S + P1675 3 1.5 32
CTX-M-33 (CTX-M-3/N106S = D240G) >256 8 2
CTX-M-1 >256 128 4
CTH-M-32 (CTX-M-1/D240G) 256 4 2
CTX-M-1/P1675° 16 4 256
CTX-M-58 (CTX-M-1/P167T) 16 4 256
CTX-M-9 group
CTH-M-9 16 2 1
CTX-M-16 (CTX-M-9/D240G) 16 2 8
CTX-M-9/P1675 0.5 12 8
CTX-M-9/P167S + N10GS* 0.5 012 8
CTH-M-9L16902 0.5 0,06 8
CTX-M-27 32 0.50 1.5
CTX-MM-93 (CTX-M-27/L169Q) 1 012 8
CTX-M-2 group

CTX-M-2 B ND 1
CTX-M-2/P1675"

[N]
-
=]
i
[¥]

4 Laboratory mutant.
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5.3. Epidemiologia

Pode ser dividida em trés periodos: o primeiro foi o aparecimento de diferentes
CTX-M em diferentes e distantes pontos do globo e ocorreu em meados de 1990. O
segundo é caracterizado pelo aparecimento das CTX-M-3, -9, -14 e -15 e ocorreu entre
1994 a 2000. O terceito periodo, a partir de 2000 caracteriza-se pela universal dispersao e
globalizagao destas beta-lactamases (CANTON et al, 2012). A primeira decada de 2000
assistiu-se a uma explosao da expansao e diversificagao das CTX-M, e até hoje ja foram
identificadas 172 (AZAM et al, 2016). Foram observadas principalmente em E.coli, tanto na
comunidade como nos hospitais em todo o mundo. Esta época ficou conhecida como
‘pandemia das CTX-M'.

O fator que contribui para a disseminagao é principalmente a co-resisténcia, levando
ao ‘capitalismo bacteriano’, ou seja, as bacterias mais resistentes sao aquelas que tém
oportunidade de se tornarem mais resistentes (LAHLAQOUI et al, 2014). Alguns estudos
mostram que as viagens internacionais, a migragao, o transporte de comida e animais entre
paises e as migracoes dos animais possam ser os responsaveis pela disseminagao; contudo
outros estudos mostram origens simultanéas de diferentes tipos de CTX-M em locais
geograficamente diferentes ao mesmo tempo. Além disto, estudos plasmidicos sugerem que
a sua origem ¢ independente um dos outros (CANTON et al, 2012; SRIDHAR, 2012).
Estudos indicam que os doentes imunossuprimidos (principalmente aqueles que se
encontram internados em hospitais), e aqueles que fizeram tratamento anterior com
fluoroquinolonas sao os mais suscetiveis a desenvolverem infegoes por estirpes resistentes,
causando infegoes principalmente urindrias, intra-abdominais e pancreaticas-biliares

complicadas (PARK et al,, 2016).

5.3.1 No mundo
As CTX-M estao por toda a parte, mas a distribuicao dos varios grupos nao é

uniforme e ha paises mais estudados que outros (Anexo |). No Reino Unido nao foi
detetada nenhuma CTX-M até 2000. A partir desta data, principalmente em ambiente
hospitalar, houve uma detegao exponencial de E.coli e K.pneumoniae produtoras de CTX-M-
9, -14 e -15, sendo, neste pais, as beta-lactamases mais comuns. Em Franga, apenas casos
raros foram detetados entre 1989 e 2000, até que em 2001 houve um surto em Paris devido
a E.coli produtora de CTX-M-15. A partir de 2003, E.coli ja era a principal causadora de
infecoes em ambiente hospitalar. Em Espanha, ja em 1990 e 1991 se detetaram casos de

CTX-M-10 e -9 em Kpneumoniae e em E.coli. Apesar da emergéncia precoce, nao se
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tornaram logo as ESBLs mais prevalentes. S6 em 2000, um estudo feito em hospitais por
toda a Espanha revelou que E.coli transportava principalmente consigo os genes para CTX-
M-9, -14 e -10. Enquanto que a -10 era encontrada sé em hospitais a norte, a -9 e a -14
estavam por toda a Espanha, em enterobactérias e nao enterobactérias. Mais tarde, a
semelhanga do que aconteceu no resto do Mundo, a CTX-M-15 espalhou-se rapidamente.
Outras CTX-M como a -1 e a -32 também foram detetadas. Em Itdlia, s6 em 2003 foram
reportados casos, incluindo E.coli com CTX-M-1 e K.pneumoniae com CTX-M-15. A CTX-M-
| foi encontrada em 76% das bactérias portadoras de ESBLs em 2003.

No geral, podemos afirmar que na Europa as CTX-M sao endémicas e dominam as
CTX-M-I5, -1, -14 e -9 (LIVERMORE, D. M. et al, 2007). Relativamente a Europa, os
numeros elevados parecem ter a ver com os reservatorios de agua contaminados e aos
animais que transportam estas bactérias (WOERTHER et al., 201 3).

Estudos feitos recentemente, avaliaram a presenca de CTX-M em gaivotas em varios
pontos da Europa e é interessante verificar que ha semelhangas entre as variantes animais e
humanas (STEDT et al., 2015).

Na Asia e na América do Sul, as CTX-M também sio endémicas, encontrando-se em
30 a 90% em E.coli. Na Tailandia o grupo 9; na Indonésia a CTX-M-14 e -15; na China a
CTX-M-14 e em emergéncia a -15.

Em Africa, os paises Nigéria e Madagiscar s6 quase foram reportados casos de CTX-
M-15. Na Tunisia e no Egipto encontram-me mais disseminadas as CTX-M-1 e -15; o
Sudeste Asiatico, o Pacifico Ocidental, Mediterrineo Oriental e Africa sio as regides com
mais portadores o que pode ser devido ao pobre acesso de agua canalizada e tratada,
pobreza e elevada densidade populacional (WOERTHER et al,, 2013).

Nos Estados Unidos da América, a disseminagao foi mais lenta e em 2005 foi quando
houve maior nimero de casos. Hoje em dia, ja se encontram bastantes casos de CTX-M-15,
onde 91.3% de E.coli ja sao portadoras deste gene (CANTON et al., 2012; HAYAKAWA et
al,, 2013).

Novas enzimas continuam a aparecer, recentemente foi identificada a CTX-M-152, na
india no rio Yamuna, que tem alta atividade catalitica para a cefotaxima (AZAM et al., 2016).

As principais bactérias produtoras de CTX-M sao E.coli e Kpneumoniae, causando
resisténcia as cefalosporinas de 3 geragao. (Anexo 2 e 3) Em 2014, 29 paises da Europa
reportaram 84.016 casos de E.coli e 19724 casos de K.pneumoniae resistentes a este sub-

grupo de antibidticos (Anexo 4 e 5) (ECDC, 2015).
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Um caso muito particular € Ecoli STI3I que é a maior responsavel pela alta
disseminagao de CTX-M-15. De referir que esta enzima possui uma atividade elevada contra
cefotaxima e ceftazidima. Assim, além de estudar a disseminacao mundial das CTX-M sera
importante estudar a disseminagao de E.coli STI31, ja referida anteriormente como
multirresistente. Esta corresponde ao serétipo O25:H4 ou OIl6:H5 e pertence ao grupo
filogenético B2, geralmente bastante patogénico. E.coli ST13 1 foi descrita inicialmente s6 em
2008 em apenas trés continentes (América do Norte, Europa e Asia) e hoje é reportada em
todo o mundo associada principalmente a produgao de ESBLs e resisténcia as
fluoroquinolonas (Anexo 6) (BAJA| et al, 2016).

E mais resistente a amicacina e mais frequentemente resistente a
amoxicilina/ac.clavulanico, piperacilina-tazobactam, ciprofloxacina contudo mais suscetivel a
gentamicina e co-trimoxazole que E.coli nio-ST13I. E produtora de TEM-I e -2, SHV-I,
OXA-| e CTX-M, principalmente a -15 mas também ja foram documentadas -1, -2, -3, -9, -
10, -14, -18, -24, -27, -28, -32, -39, -52, -55, -65 e -103 (NICOLAS-CHANOINE et al,, 2014).

Se selecionarmos E.coli produtoras de ESBLs, ST13| siao as mais prevalentes tendo
subido de 22% (dado de Espanha) para 66% (Reino Unido) na Europa entre 2006 e 201 I. Sao
as principais causadoras de cistites e pielonefrites em infe¢oes adquiridas na comunidade ou
em ambiente hospitalar. E responsavel por 34% das infecdes do trato urinario (no total de
bactérias produtoras de ESBLs) na Suiga (2007 a 2011) e 70% na India. No Reino Unido,
E.coli STI3| é causadora de, infegoes por bactérias resistentes a cefpodoxima (ou seja
produtoras de ESBL, CTX-M ou nao), em 64% dos casos adquiridos na comunidade e 84%
dos casos adquiridos em ambiente hospitalar (ROGERS et al, 2011).

Em 2009, 19% de E.coli eram STI3l e em 20Il| passou para 27% (NICOLAS-
CHANOINE et al., 2014).

A transmissao é feita principalmente de pessoa para pessoa ou de animal doméstico
para pessoa. E.coli ST13I| ja foi encontrada em animais, alimentos derivados de animal,
esgotos, rios e no intestino de humanos, especialmente em viajantes.
A disseminagao global cré-se ser devida ao alto metabolismo de E.coli, sendo capaz de aderir
e invadir as células epiteliais do intestino e os macrofagos, produzir biofilmes e a presenca
dos plasmideos pandémicos IncF que transportam consigo varios outros genes de resisténcia

(DAUTZENBERG et al., 2016).
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5.3.2 Em Portugal
Em Portugal varios estudos tém vindo a ser desenvolvidos em individuos

hospitalizados, individuos saudaveis, animais e mesmo em sistemas aquaticos de modo a
tentar compreender a disseminagao das CTX-M no nosso pais. A verdade é que Portugal é
um dos paises da Europa com maior quantidade de produgao de ESBLs, principalmente TEM
e CTX-M (Anexo 7) (MACHADO et dl,, 2013).

A primeira detecao de CTX-M foi em 2004, quando se analisou um isolado fecal de
um individuo saudavel, sem exposigao nos ultimos trés meses a antibiéticos ou internamento
hospitalar. Revelou-se a presenca de E.coli produtora de CTX-M-14, o que indicou desde
cedo a disseminagao pessoa-pessoa em Portugal (MACHADO, E. et al,, 2004). Outro estudo
feito no Norte e Centro do pais, com o mesmo perfil de individuos que anteriormente,
demonstrou que existiam o mesmo tipo de E.coli no microbiota comensal (MACHADO et
al,, 2013).

Um estudo feito com doentes hospitalares no norte e centro de Portugal
demonstrou que 39% das bactérias dos isolados fecais dos mesmos eram produtoras de
ESBLs sendo 22% destas produtoras de CTX-M. Encontraram-se CTX-M-I, -14 e -15
(MACHADO et al., 2007). Outro estudo semelhante, mas feito no Norte, Sul, Lisboa e Vale
de Tejo, revelou que 66% das bactérias dos isolados fecais eram produtores de ESBLs e que
92% eram produtores de CTX-M-15. Também foi encontrado CTX-M-14 (8%) e CTX-M-32
(1%), mas em menor quantidade (MENDONCA et al, 2007). Outro estudo, mas desta vez
analisando pus, exsudatos e urina de doentes hospitalizados num hospital do centro, revelou
a presenga de CTX-M em 75% dos isolados e uma predominancia de E.coli. Analisando as
CTX-M descobriu-se que as principais eram CTX-M-15 e -1 (AMARAL E MACHADO,
2009).

Ao analisar feridas pos-cirurgicas em outro estudo, deteta-se que E.coli € o membro
mais representativo (46%) seguido de K.pneumoniae (29%). Setenta e dois porcento dos
organismos eram produtores de ESBLs sendo que 98% de E.coli eram produtoras assim
como 86% de K.pneumoniae. Foram descobertas as CTX-M-15 (13%), -1 (3%), -9 (10%) e -14
(7%) (FERNANDES et al, 2010).

Um estudo mais recente na zona Norte, Minho, em individuos hospitalizados
demonstrou a presenca de CTX-M-I, -9, -14, -32, -15 em E.coli e -15 em K.pneumoniae.
sendo a -14 a mais disseminada na zona noroeste (FERNANDES et al.,, 2014).

Numa outra vertente, analisando animais, nota-se uma clara homologia genética entre
CTX-M humanas e animais. Em 2004, foi detetado pela primeira vez a enzima CTX-M-| num

cao domestico saudavel (COSTA et al., 2004). A mesma enzima foi detetada mais tarde em
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galinhas e suinos, produzida por E.coli (MACHADO et al., 2008; GONCALVES et al,, 2010).
Em 2006, um estudo feito em 72 isolados fecais de animais selvagens de parques naturais das
zonas norte e centro de Portugal (incluindo aves de rapina, corujas, raposas, coelhos,
cegonhas, veados, etc.) detetou a presenga de CTX-M-14 e -1, apesar de em combinagao
com os genes TEM (COSTA et al., 2006). Em 2008 um estudo indica que gaivotas na llha das
Berlengas transportavam consigo E.coli (19.3% dos isolados) que produziam CTX-M (27%)
sendo identificadas as CTX-M-I, -14 e -32 (POETA et al.,, 2008). Em 2010, um estudo feito
em aves de rapina da Serra da Estrela revelou que 26.9% dos isolados correspondiam a E.coli
e que destas, 87.5% eram produtoras de CTX-M-1 (PINTO et al, 2010). Em 2015, detetou-
se CTX-M-15 em golfinhos da costa portuguesa, produzida por E.coli STI31 (MANAGEIRO
etal, 2015).

Outro estudo analisando sistemas aquaticos, para onde eram dejetados ilegalmente
esgotos, revelou a presenga de E.coli produtras de CTX-M-14 e -32 (MACHADO et dl,
2009).

Por outro lado, os estudos indicam que o gene blacy,y Nao se encontra sozinho,
estando presente frequentemente associado aos genes bla, € blagy,. Além disto, estudos
revelam que a enzima TEM é mais frequente em Portugal do que a CTX-M (41% e 33%
respetivamente). Relativamente a sequéncia de iniciagdo, a mais descrita foi a ISEcpl
(MENDONCA et al,, 2007; AMARAL E MACHADO, 2009; FERNANDES et al., 2010).

E.coli ST131, como referenciado anteriormente, ja foi descrita em Portugal, sendo a
responsavel pela rapida disseminagao da CTX-M-15 que tem decorrido (MANAGEIRO et al.,
2015).

Estes estudos por um lado mostram a evolugao e a expansao dos varios grupos de
CTX-M em Portugal ao longo dos anos, dominando hoje em dia sem duvida a -14, -15, -1, -9
e -32 o que vai de encontro ao observado no resto da Europa. Por outro lado, observamos
a expansao para outros ambientes, como o animal e aquatico, o que revela que as bactérias
produtoras de CTX-M presentes nos dejetos humanos podem passar para os animais por

contato oral-fecal ou permanecer nas aguas.
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6. Conclusao

A presente monografia permite concluir que o uso dos antibioticos beta-lactamicos
conduziu a uma resisténcia aos mesmos que se expandiu rapidamente, tanto a nivel
geografico uma vez que todos os paises acabaram por ser atingidos como a nivel
bacteriolégico uma vez que a resisténcia passa de espécie para espécie. O assunto € bem
real, todos os dias ha pessoas a morrer devido a resisténcias bacterianas e cré-se que o
problema continuara a crescer. Medidas deverao ser tomadas de modo a que as bases da
nossa medicina atual e que nossa salde se preserve.

Alguns cientistas acreditam que acima de tudo estd o ato de fazer um (bom)
diagnostico. Frequentemente o diagndstico nao € (bem) feito mas a verdade é que se
soubermos com o que estamos a lidar sera muito mais facil de atuar especificamente contra
a bactéria evitando assim mais complicagcoes para o doente e prevenindo a resisténcia. Neste
contexto, fara também sentido aprimorar as nossas técnicas de diagnostico, tornando-as
menos fastidiosas ou descobrir novas mais praticas e/ou eficazes (BAJA] et al., 2016).

Por outro lado, a descoberta de novos antibioticos deve ser fomentada. O ritmo do
crescimento da resisténcia € neste momento maior que o ritmo da descoberta de novos
antibidticos e para isto a investigagao clinica devia ser mais apoiada pelo governo e pelas
industrias. Acredita-se que todos os mecanismos de resisténcia ainda nao estao conhecidos e
ha quem acredite que estuda-los e desvenda-los podera ser o primeiro passo para o
desenvolvimento de novos antibioticos (CULYBA et al., 2015).

Outros estudos, tentam contornar o problema da resisténcia aos beta-lactamicos
com os antibioticos ja existentes e demonstram que a combinagao de dois antibidticos com
mecanismos de acgao diferentes, poderao combater as resisténcias. Um dos antibioticos
funcionara como ‘suicida’ ligando-se as beta-lactamases enquanto que o outro exercera a sua
acao (ZAVASCKI et al, 2013).

Contudo, combater a resisténcia toca a todos e tanto o publico em geral,
profissionais de salde, industriais e o governo devem ser sensibilizados para esta questao.
Para isso a OMS (201 1) propoe algumas medidas de combate tais como: Uso racional e
regulamento dos antibidticos, regulamentagao para uso animal, prevenir e controlar infe¢oes
(vacinas por exemplo), apostar no desenvolvimento de novos antibioticos, criar dados de
base com as resisténcias ja conhecidas e realizar agoes intersectoriais e multidisciplinares
envolvendo a sociedade em geral. Este ultimo ponto é de extrema importancia para o
farmacéutico dado que siao os profissionais de saude mais especializados no assunto e mais

perto do publico em geral. Assim, compete-nos a realizagio de campanhas de sensibilizagao
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e a devida atengao para o problema de modo a identificar casos de resisténcia, colaborar
com a equipa médica e aconselhar o publico no modo de atuar, contribuindo assim para a

atenuagao/solucao deste problema.
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8. Anexos

CTX-M group
B cTx-M-1
Bl CTX-M-2
Bl CTX-M-8
B cTX-M-9

Il Endemicity

[] Nodata

Sporadic reports

Anexo |: Distribuicao mundial das beta-lactamases CTX-M. (Adaptado de: (CANTON E COQUE,

2006)).
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Anexo 2: Distribuicdo mundial da resisténcia de E.coli as cefalosporinas de 3* geragao. (Adaptado de:

(CDDEP, 2010)).
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Resistance of Klebsiella pneumoniae to Cephalosporins (3rd gen)
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Anexo 3: Dsitribuicao mundial da resisténcia de K.pneumoniae as cefalosporinas de 3* geragao
(Adaptado de: (CDDEP, 2010)).

Percentage resistance
- < 1%

B 1to < 5%
[ 5to < 10%
B 10to < 25%

m ?5to < 50%
- = 50%

Bl Mo datareported or less than 10 isolates
1 Notincluded

mm Liechtenstein
B Luxembourg . ===

Malta
= (C) EC0DC/ Dot TESSy

Anexo 4: Distribuicdo europeia da resisténcia de E.coli as cefalosporinas de 3% geragao em 2014.
(Adaptado de: (ECDC, 2015)).
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o 3
Percentage resistance g < g M.
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Anexo 5: Distribuicao europeia da resisténcia de K.pneumoniae as cefalosporinas de 3* geragao em
2014. (Adaptado de: (ECDC, 2015)).
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Anexo 6: Casos reportados de E.coli ST131. (Adaptado de: (NICOLAS-CHANOINE et dl,, 2014)).
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ECO= E.coli ENT=enterobactérias e K=K.pneumoniae

Anexo 7: Distribuicao em Portugal das ESBLs. (Adaptado de:(FERNANDES et al., 2014)).
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