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Without urgent, coordinated action by many
stakeholders, the world is headed for a post-
antibiotic era, in which common infections and
minor injuries which have been treatable for
decades can once again Kkill

Dr Keiji Fukuda

Sem a acdo urgente e coordenada de
multiplas areas, o mundo dirige-se para uma
era pos-antibiético, no qual infecdes comuns e
lesbes menores, que antigamente eram
tratadas, podem voltar a matar

Dr Keiji Fukuda
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Resumo

As Superbactérias sdo consideradas um dos maiores problemas de Saude Publica do
século XXI. As consequéncias do aumento destes microrganismos sdo sérias. A limitacdo das
opcOes de tratamento de infe¢des, 0 aumento dos custos de tratamento, o0 aumento do periodo
de internamento hospitalar e o risco acrescido de infecdo em procedimentos médicos sdo
algumas destas consequéncias.

Os antibidticos Beta-Lactdmicos sdo, atualmente, a classe de antibioticos mais
prescrita em todo o Mundo, sendo por isso de extrema importancia o conhecimento sobre 0s
mecanismos de resisténcia aos mesmos. As Superbactérias resistentes aos antibioticos Beta-
Lactamicos que vdo ser mencionadas sdo Acinetobacter spp, Pseudomonas aeruginosa,
familia Enterobacteriaceae, Neisseria gonorrhoeae e Staphylococcus aureus.

Para que este problema seja minimizado € essencial o conhecimento das suas causas,
sendo elas o uso inapropriado de antibidticos, uso excessivo nos animais, descarte inadequado
de antibioticos, falhas hospitalares, diminuicdo do desenvolvimento de novos antibidticos e
relutancia na vacinacéo.

Para combater este problema € necessario a implementacdo de medidas
multissectoriais tais como, melhoria da prescricdo, educacao da populacdo, implementacdo de
sistemas de vigilancia, entre outros. E fundamental um uso racional dos antibiéticos e para
iss0 € necessario a intervencdo dos doentes, farmacéuticos, médicos, veterinarios,

agricultores, ou seja, de toda a populacéo.

Palavras chave: Antibidticos Beta-Lactamicos, “Superbactérias”, mecanismos de

resisténcia, estratégias de combate e uso racional de antibiéticos.

iii
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Abstract

“Superbugs” are considered one of the major problems of Public Heath in the 21st
century. The consequences of the increasing of this microorganism are very serious. Limiting
treatment options for bacterial infections, increasing treatment costs, longer hospitalization
and increased risk of infection in medical procedures are some of the consequences of this
increasing.

Beta-lactam antibiotics are currently the most prescribed antibiotic class in the whole
world, so it is of extreme importance the knowledge of the bacterial mechanisms responsible
for resistance. The “Superbugs” that are resistance to beta-lactam antibiotic that will be
mentioned in this work are Acinetobacter spp, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae,
Neisseria gonorrhoeae and Staphylococcus aureus.

To minimize this problem, it is necessary to know the causes of this increase, such as
inappropriate use of antibiotics, excessive use in animals, inappropriate disposal of
antibiotics, hospital failures, reduced development of new antibiotics and reluctance to
vaccination and as many others.

It is necessary to fight this increasing through implementation of multissectorial
measures such as improving prescription methods, education of population, vigilance systems
and as many others. It is crucial the rational use of antibiotics and for that it is necessary
intervention of patients, pharmacists, doctors, farmers, which means the whole population.

Key words: Beta-lactam antibiotics, “Superbugs”, mechanism of resistance,

strategies to combat resistance and rational use of antibiotic.
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Siglas e Acronimos

ABC: “ATP-binding Cassette ”

AND: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

CDC: Centro de Controlo e Prevengéo de
Doencas

CP: Plasmideos conjugados
CRAB: Acinetobacter
resistente aos Carbapenemos
D-Ala-D-Ala: D-alanil-D-alanina

ERC: Enterobacteriaceae resistentes aos

baumannii

Carbapenemos

ESBL: Beta-lactamases de largo espectro
ESBL-PE: Beta-lactamases de largo
espetro produzidas pela familia
Enterobacteriaceae

EUA: Estados Unidos da América

Genes int/xis: Genes necessarios para
integracdo e excisdo

Genes r: Genes que conferem resisténcia
ICE: Elementos conjugados integrados
IMI: Beta-lactamases hidrolisadores de
Imipenemo

IST: Infecdo sexualmente transmissivel
KDa: Kilodalton

KPC: Carbapenemases produzidas por
Klebsiella pneumoniae

LPS: Lipopolissacarideos

MATE: “Multidrug and toxic compound
extrusion”

MFS: “Major Facilitator Superfamily”
MFP: Proteina de fusdo periplasmatica
MGE: Elementos genéticos méveis

NAG: N- Acetilglucosamina

NAM: Acido N- acetilmuramico

NMS: Nédo metalo carbapenemases

OM: Membrana externa

OMP: Proteinas de membrana externa
OMS: Organizacdo Mundial de Saude
PBP: “penicillin-binding proteins”

RND: “Resistance-nodulation-division”
SME: “Serratia marcescens enzyme”
SMR: “Small multidrug resistance”
UDP-NAG: Uridina -difosfato N- acetil
glucosamina

UDP-NAM: Uridina difosfato &cido
acetilmuramico

UAVA Radiacao ultravioleta
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1. Introducao

1.1. A multirresisténcia aos antibidticos e as Superbactérias

A resisténcia bacteriana é considerada um dos maiores problemas de Saude Publica
do século XXI. Tem impacto na salde humana, saude animal e no desenvolvimento
econdmico, ou seja, em toda a sociedade (Davies & Davies, 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) a resisténcia aos antibioticos
ocorre quando as bactérias se multiplicam e adaptam na presenca dos mesmos (World Health
Organization, 2015).

O termo Superbactérias aplica-se a bactérias que sdo resistentes a Varios
antibidticos, sendo que podem ser classificadas como multirresistentes, extensamente
resistentes ou pan-resistentes. As bactérias multirresistentes sdo resistentes a pelo menos um
antibiotico de trés ou mais classes diferentes. As extensamente resistentes sdo suscetiveis
apenas a uma ou duas classes de antibidtico, enquanto que as bactérias pan-resistentes
apresentam resisténcia a todos os antibioticos de todas as classes, ou seja, ndo ha antibidticos
eficazes contra este tipo de bactérias (Magiorakos et al., 2012).

As Superbactérias sdo bactérias que sofreram “modificacBes” que originam o
aparecimento de mecanismos de resisténcia aos antibiéticos. Estas “modificacdes” sdo
resultantes de mutacbes espontaneas ou da aquisicdo de material genético exdgeno, que
codifica para os genes que conferem resisténcia aos antibioticos, o que permite que se tornem
Superbactérias. A multirresisténcia aos antibioticos esta associada a elevada morbilidade e
mortalidade devido a dificuldade do tratamento destas doencas infeciosas (Davies & Davies,
2010).

1.2.  As Superbactérias e 0 seu impacto na Saude Publica

Ao contrario de surtos inesperados como, por exemplo, a propagacao do virus Zika
ou de Ebola, a resisténcia bacteriana & um processo lento. Segundo o Centro de Controlo e
Prevencdo de Doengas (CDC), nos Estados Unidos da América (EUA), cerca de dois milhdes

de pessoas adoecem e 23 000 morrem, por ano, devido a Superbactérias (CDC, 2013).
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Estimativas internacionais, concluem que se ndo forem tomadas medidas mais
eficazes, em 2050, cerca de 10 milhdes de pessoas morrerdo em todo o Mundo, sendo que na
Europa este nimero ronda as 390 000 pessoas (figura 1). Estima-se, também, que nos
préximos 35 anos, 300 milhdes de pessoas morram de forma prematura devido a resisténcia
aos antibioticos e que se perca entre 60 a 100 trilides de ddlares devido a perda de producéo e

aos custos associados aos cuidados de saude (O’Neill, 2014).

Ameérica do Norte /( Europa
390.000 ()

317.000
4.730.000

'

Sl
\! 99

' Oceania
—_— 0
22.000

Mortalidade por 10.000 habitantes 4,150.000

P ]

5 6 7 8 9 =10 Ameérica Latina

: 302.000
Nimero de mortes

Figura 1- Previsdo da mortalidade devido a resisténcia bacteriana, em 2050 (O’Neill, 2014)

A limitagdo das opcOes de tratamento de infegfes bacterianas, a diminuicdo da
eficAcia dos antibidticos e o aumento dos custos dos tratamentos sdo as principais
consequéncias da resisténcia bacteriana (Von Wintersdorff et al., 2016).

O facto do nimero de Superbactérias que ameacam a eficacia do tratamento de
infecGes comuns estar a aumentar € uma preocupacdo global. Estas aumentam o risco de
infecdo em procedimentos médicos como, por exemplo: cesarianas, transplantes e outras
cirurgias. Cada vez ha mais dificuldade em tratar infecbes como pneumonia, tuberculose e
gonorreia, sendo que por vezes o tratamento é impossivel devido a auséncia de antibidticos
eficazes, o que resulta na morte dos doentes (World Health Organization, 2015).

Uma outra consequéncia das Superbactérias € o aumento do ndmero de reacOes
adversas devido ao uso de antibidticos com um espectro de agdo mais alargado (European
Union, 2016).

Para além do problema de Saude Publica, a resisténcia bacteriana também traz custos

gue poderiam ser evitaveis. Isto acontece porque na maioria dos casos o tratamento tem que

2
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ser prolongado e/ou mais caro, pois muitos dos antibidticos considerados de Gltima linha, ou
seja, 0s antibidticos que sdo utilizados quando as outras opcdes terapéuticas ndo sdo eficazes,
sdo mais caros. Outros fatores que contribuem para o impacto econémico sdo: um maior
periodo de internamento hospitalar, maior nimero de consultas médicas, reducdo de
produtividade devido a baixas médicas e o facto de alguns dos antibidticos terem que ser
administrados por via intravenosa, faz com que seja necessario mais material médico e um
profissional de saude com funcdes, entre outras, administrativas (World Health Organization,
2015).

Os doentes que ndo recebem um antibiotico eficaz apresentam infegcdes por periodos
mais longos, aumentando assim a probabilidade de transmitir bactérias resistentes a outros
individuos (Davies & Davies, 2010). A facil transmissdo de Superbactérias leva a que novas
formas de resisténcia possam atravessar fronteiras e assim propagarem-se facilmente entre os
continentes. O facto da transmissdo poder acontecer pessoa-pessoa, pessoa-animal e pessoa-
ambiente, incluindo alimentos, faz com que haja um maior nimero de reservatorios e
consequentemente maior facilidade de disseminacdo bacteriana ( Lee, Cho, Jeong & Lee
2013).

1.3. Situacao atual

Em todo o Mundo, o nimero de mortes devido a Superbactérias ultrapassa 0s
700 000, por ano, sendo que na Europa este nimero é de aproximadamente 25 000 pessoas
(O’Neill, 2014).

O impacto econémico do aumento das Superbactérias também é imenso. Na Europa
0 custo acrescido de cuidados de salde e a perda de produtividade devido a infecGes causadas
por bactérias resistentes € de cerca 1,5 bilides de euros por ano. No entanto, apenas 25 % dos
paises implementaram medidas de combate as bactérias resistentes (O’Neill, 2014).

Por todas estas razGes, o CDC e a OMS, publicaram listas com as bactérias
multirresistentes de maior impacto em Salde Publica. Estas foram definidas tendo em conta
0s seguintes fatores: incidéncia das infegbes bacterianas associadas a bactérias
multirresistentes e projecdo da sua incidéncia a 10 anos, transmissibilidade das bactérias,
impacto economico, barreiras para a prevencao, disponibilidade de antibioticos eficazes, taxa
de mortalidade, impacto na comunidade, prevaléncia da resisténcia e prevencdo nos hospitais

e comunidade. Estas listas ttm como objetivo identificar as Superbactérias de maior impacto
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para que haja uma maior vigilancia das mesmas a fim de evitar o aumento de estirpes
resistentes e promover a pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos aos quais estas
sejam suscetiveis. Pois ndo basta tratar as infecfes, € necessario diminuir o seu aparecimento
e para isso a implementacdo de sistemas de vigilancias é crucial (CDC, 2013)(Harbarth et al.,
2017).

A escolha das Superbactérias que vao ser referidas na presente monografia tem como
base as listas anteriormente referidas, no entanto dada a dimensdo do tema de
multirresisténcia aos antibioticos, foi necessario restringir o &mbito desta monografia a apenas
a uma classe de antibioticos a dos Beta-Lactamicos. Esta escolha € justificada pelo facto desta
classe de antibioticos ser a mais prescrita em todo o Mundo. Contudo, houve uma outra
restricdo, pois apenas as bactérias que apresentam um estado critico de resisténcia e as
pertencentes ao grupo de elevado risco de resisténcia vdo ser mencionadas. As que estdo
inseridas no grupo critico de resisténcia incluem bactérias que requerem acles drasticas e
urgentes e que estdo associadas a infecdes hospitalares e de cuidados de saude, tais como
Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa e a familia Enterobacteriaceae. As bactérias
que estdo inseridas no grupo de elevado risco de resisténcia, sdo bactérias cujo numero de
estirpes resistentes tem vindo a aumentar drasticamente e que requerem a implementacéo de
estratégias que garantam que o seu nivel de resisténcia nao cresca, estas sdo a causa de
infecdes mais comuns, sendo elas Staphylococcus aureus e Neisseria gonorrhoeae (CDC,
2013)(Harbarth et al., 2017).

Para que se consiga combater o aumento do aparecimento de resisténcias a esta
classe de antibidticos € necessario, ndo s6 conhecer 0s mecanismos genéticos de aquisicao de
resisténcia, mas também compreender o fendmeno de transmissdo de resisténcia intra e inter
espécies para que de seguida se possa aplicar medidas de controlo do aparecimento de
resisténcias (Bush & Bradford, 2016).

Por todas estas razbes, € necessaria uma acdo combativa, a fim de evitar a
propagacdo das Superbactérias existentes e o desenvolvimento de novas resisténcias (Ashraf,
Bais, Manir, & Niazi, 2015).
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2. Bases Geneéticas da resisténcia antimicrobiana

A resisténcia bacteriana pode ser um processo natural ou adquirido. A resisténcia
natural ou intrinseca € a capacidade inata das bactérias resistirem aos antibidticos. Este tipo de
resisténcia deve-se as caracteristicas funcionais ou estruturais inatas das bactérias que se
opdem a acdo do antibidtico, originando assim a sua ineficacia. Este tipo de resisténcia é
independente do uso de antibidticos (Munita, Arias, Unit, & Santiago, 2016).

No entanto, outras bactérias s@o resistentes devido a um processo adquirido. Estas
utilizam duas estratégias genéticas para se protegerem da acdo das moléculas de antibiotico:
a) mutacdo e b) aquisicdo e recombinacdo de material genético exdgeno. Quando ocorre uma
mutacdo espontanea nos genes de uma bactéria, consequentemente, vai ocorrer uma
transferéncia vertical dos genes mutados, ou seja, quando a bactéria se replica as bactérias das
geragdes seguintes vao apresentar estes genes mutados. Relativamente a aquisicdo de material
genético exdgeno este € um processo que resulta de uma transferéncia horizontal de genes.
Para que esta transferéncia ocorra é necessario a presenca de vetores que transportam material
genético, tais como, plasmideos, transposdes, bacteri6fagos, entre outros. Por vezes, a
presenca de niveis baixos de antibidtico no ambiente é a causa desta transferéncia de genes de
uma bactéria resistente para uma que era suscetivel, tornando-a assim resistente (Munita, et
al., 2016).

As bactérias ao adquirirem novos elementos genéticos conseguem responder a

pressdes seletivas e adaptar-se a novas condi¢des ambientais (Cox & Wright, 2013).

a) Mutacao

Uma mutacdo € uma alteracdo permanente no genoma. As mutagdes génicas,
ocorrem devido a uma alteracdo pontual ao nivel dos nucleétidos de um gene. O facto de
ocorrer uma alteracdo na sequéncia de &cido desoxirribonucleico (ADN) leva a que as
proteinas codificadas sejam diferentes, podendo originar assim estirpes bacterianas resistentes
(Santajit & Indrawattana, 2016).

No entanto, nem todas as mutacGes sdo benéficas para as bactérias, pois algumas

levam a uma diminuicdo da homeostase (estabilidade) celular ou & sua morte. Assim, as
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bactérias que desenvolvem mutacgdes “benéficas” nos genes envolvidos no mecanismo de
acao dos antibidticos, sobrevivem guando na presenca de antibidtico. Ou seja, 0 antibidtico
permite a eliminacdo de bactérias que lhe sdo suscetiveis e a sobrevivéncia das bactérias
resistentes, existindo assim uma selecéo das estirpes resistentes (Cox & Wright, 2013).

Existem indmeros fatores que influenciam a taxa de mutacdo dos genes envolvidos
nos processos de resisténcia (gene R), sendo eles: sequéncias instaveis, mutacdes recessivas
ou dominantes, baixa concentragdo de antibidtico ou um curto periodo de contato, longa
distancia entre a origem de replicacdo e 0s genes R, numero elevado de genes R, antibioticos
que atuam de forma lenta, entre outros (Brooks & Beer, 2012)(Munita et al., 2016).

Uma outra particularidade € o tamanho dos genes. Se existir a mesma probabilidade
em todo o gene de ocorrerem mutagfes, 0s mais longos podem ser mais mutados que 0s
pequenos. No entanto, este ndo € o principal fator para o aparecimento de resisténcias, isto
porque, ndo sdo todas as mutacdes no gene R que levam ao aparecimento de resisténcias
(Brooks & Beer, 2012).

Para que haja resisténcia a mutacdo nao pode ser letal para a bactéria e ndo pode
levar a uma diminuigcdo da sua de capacidade de sobrevivéncia (Santajit & Indrawattana,
2016).

Existem genes que quando mutados levam ao aparecimento de resisténcia, tais como,
0s  responsaveis pela sintese e posicdo do alvo do antibidtico,
(mutacBes meta-estruturais) e os responsaveis pelo acesso e protecdo do alvo do antibi6tico,
como por exemplo, os que codificam para as bombas de efluxo e canais de porinas. A
resisténcia pode resultar da mutacdo de um Unico gene (mutacdes independentes) ou de
mutacdes em varios genes (mutacdes cooperativas). Um outro tipo de mutacdo, consiste na
mutacdo adaptativa ou induzida por stress, sendo que a taxa de mutacdo aumenta quando a
bactéria esta sob condi¢des ndo favoraveis como, por exemplo. a falta de nutrientes (Brooks
& Beer, 2012).

b) Transferéncia horizontal de material genético

A transferéncia horizontal de genes consiste num processo de aquisi¢cdo de genes
exogenos. Este € um processo de propagacdo de genes entre bactérias, exceto entre aquelas
que tém uma relacéo parental. Todos os genes podem ser transferidos e ndo s 0s que causam
resisténcia (Von Wintersdorff et al., 2016).
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As bactérias podem adquirir material genético essencialmente através de trés

estratégias, como podemos ver na figura 2:

l. Conjugacao: transferéncia direta de material genético entre bactérias;
. Transformacao: incorporacdo de material genético a partir do meio envolvente;
. Transducdo: transferéncia de material genético através de bacteriofagos
(Burmeister, 2015).

Conjugacido

Transformacéo

1/"
c /// -
Bactenoghage DNA ’/ //\% o
/ e B |‘I /_/ \g Tarrrenrl A
' \ 4
{ 5 y 4 ~ !‘

\ \g\! \g\,\ §
' NS
} |
nid i

~

Transducado vetores

Figura 2- Processos de transferéncia horizontal de genes: a) conjugac¢ao, b) Transformacao,
Transducédo, d) vetores de transferéncia (Von Wintersdorff et al., 2016).

I.  Conjugacao

No processo de conjugacdo € necessario um contacto entre bactérias para que a
bactéria dadora (F+) transfira material genético para a bactéria recetora (F-). O material
genético é transferido através de um pili sexual e pode estar na forma de ADN em cadeia
dupla ou ADN em cadeia simples. Para que ocorra a transferéncia de ADN em cadeia dupla
sd0 necessarias determinadas proteinas que sO existem na espécie Actinobacteria (Von
Wintersdorff et al., 2016).

Este € um processo de transferéncia horizontal muito eficiente que requer a presenca

de plasmideos conjugados (CP) ou elementos conjugados integrados (ICE), como podemos
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ver na figura 3. Para que este processo ocorra € necessario: a presenca de uma bactéria dadora
que contenha CP ou ICE, a expressdo dos genes envolvidos no processo de transferéncia e a

“formacao” do pili sexual (Koraimann & Wagner, 2014).

A / tra tra
rep u I ’ rep

dadora recetora
8 L
= - —  — }
int/xis tra
N t

int/xis int/xis

dadora recetora

Figura 3-Transferéncia horizontal de A- CPse B — ICEs (Koraimann & Wagner, 2014)

Os CP replicam-se de forma auténoma, pois apresentam todos o0s genes envolvidos
no processo de transferéncia (genes tra) e de replicacdo (genes rep). Neste processo, depois
de ocorrer a “formacdo” do pili sexual da-se o corte enzimético das cadeias de ADN, havendo
assim uma separacao da dupla cadeia. Uma das cadeias € transferida para a bactéria recetora,
enquanto que outra permanece na dadora. Na etapa seguinte, as enzimas polimerases
constroem a cadeia complementar, ficando ADN em dupla cadeia em ambas as bactérias. No
final, ambas as bactérias sdo dadoras vidveis e apresentam um plasmideo com a mesma
informacdo genética (Von Wintersdorff et al., 2016).

Os ICE replicam-se como elementos integrados do cromossoma, sendo que para que
este processo ocorra € necessario a expressao dos genes necessarios para integracdo e excisao
(genes int/xis) presentes no cromossoma. Numa fase inicial ocorre a excisdo (corte) do ICE do
cromossoma da bactéria, sendo que apds esta excisdo o ICE apresenta-se na forma de ADN
em cadeia dupla, semelhante a um plasmideo. De seguida, ocorre 0 processo de transferéncia
dos ICE, que ¢é semelhante ao dos CP, no qual apenas uma das cadeias de ADN é transferida.

Depois de ocorrer esta transferéncia as polimerases constroem a cadeia complementar da
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cadeia de ADN presente na recetora e na dadora, ficando assim o material genético outra vez
semelhante a um plasmideo em ambas. Na ultima fase deste processo, 0 ADN em cadeia
dupla é integrado num local especifico do cromossoma de ambas as bactérias (Koraimann &
Wagner, 2014).

Il.  Transformacao

Neste tipo de transferéncia horizontal de genes um fragmento de ADN livre é
captado e integrado no cromossoma, sendo trocado por uma porcdo de ADN da bactéria
recetora. Apos este processo de transferéncia de material genético as bactérias recetoras
podem expressar a informacdo genética agora adquirida que pode ser, por exemplo, a
resisténcia aos antibidticos (Muschiol, Balaban, Normark, & Henriques-Normark, 2015).

No entanto, sdo necessarias varias condi¢cbes para que este processo ocorra tais
como, a presenca de ADN no meio envolvente, a bactéria recetora tem que estar num estado
de competéncia e o ADN transferido tem que ser estavel. O estado de competéncia consiste na
capacidade da bactéria em captar ADN livre do ambiente exterior, sendo que este estado pode
ocorrer num periodo de tempo limitado e sob certas condi¢des, como por exemplo, falta de
nutrientes. A presenca de antibidtico no meio ndo s6 permite a selecdo de estirpes resistentes
como também induz a competéncia nas bactérias, tornando-se assim capazes de realizar este
processo. Durante esta fase sdo produzidas proteinas necessérias para a ligacao,
processamento e internalizacdo do ADN exdgeno (Engelstadter & Moradigaravand, 2013).

Apbs a morte e lise das bactérias ocorre uma libertacdo de ADN para 0 meio
envolvente. Esta libertacdo inicia-se quando a bactéria morre com o auxilio de enzimas
denominadas de nucleases. O ADN torna-se fragmentado e danificado, podendo persistir
durante muito tempo no meio ambiente. Este pode ser modificado por processos quimicos,
fisico e bioquimicos espontaneos, como por exemplo a oxidagdo e hidrélise. E importante
referir que tanto o ADN em dupla cadeia como o ADN em cadeia simples podem ser
introduzidos (Von Wintersdorff et al., 2016).

O ADN é transportado através da parede celular por proteinas. Quando o ADN em
dupla cadeia chega a membrana citoplasmatica é desenrolado por uma enzima denominada de
helicase. Apenas uma das cadeias entra no citosol, enquanto que a outra é degradada em
nucledtidos. Com o auxilio de enzimas, o0 ADN exo0geno ¢ incorporado na cadeia de ADN da

bactéria, através do processo de recombinacdo homologa. Este processo ndo requer que as
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bactérias pertencam a mesma estirpe, apenas que a bactéria recetora seja competente e que o
seu ADN seja semelhante ao ADN exdgeno. Ou seja, para que este tipo de recombinacéo
aconteca é necessario que haja uma extensa complementaridade entre os nucle6tidos presentes
na cadeia de ADN enddgeno e exdgena. A recombinacdo homologa envolve a quebra de uma
porcdo do ADN endogeno, onde as sequéncias dos nucleétidos sdo muito semelhantes aos da
cadeia exodgena e posterior juncdo da cadeia exdgena com a endogena. Depois da
recombinacéo ocorrer, a informacéo presente no ADN adquirido pode ser expressa (Muschiol
et al., 2015)(Holmes et al., 2016).

I11.  Transdugéo

Este processo consiste na transferéncia de ADN entre bactérias utilizando um virus
como vetor (transportador). Os vetores neste processo de transferéncia consistem em
bacteriofagos também denominados de fagos, ou seja, virus que infetam bactérias. Estes séo
parasitas intracelulares obrigatérios, pois ndo se conseguem replicar sozinhos. Existem dois
tipos de transducgdo: a especializada e a generalizada. Na especializada, os fagos apenas
transportam partes especificas do cromossoma da bactéria, enquanto que na generalizada 0s
fagos podem transportar qualquer parte do cromossoma bacteriano (Colavecchio, Cadieux,
Lo, & Goodridge, 2017).

O fago é essencialmente constituido por proteinas e por acido nucleicos (ADN em
cadeia dupla ou ADN em cadeia simples ou &cido ribonucleico (ARN)). O seu genoma
codifica proteinas da capside (camada protetora) e proteinas ndo estruturais, necessarias para a
sua “montagem”. Os fagos podem ter diferentes morfologias: poliédricos, filamentosos ou
complexos (Holmes et al., 2016).

Para que este processo ocorra é necessario que o fago se ligue a proteinas
presentes na superficie da bactéria hospedeira. Depois de ocorrer esta ligacdo, 0 genoma entra
na célula, como se fosse injetado, enquanto que a capside permanece no espacgo extracelular
(Colavecchio, et al., 2017).
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A Bacteriofago
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Figura 4 - A — Ciclo Lisogenico e B- Ciclo Litico (Colavecchio, et al., 2017)

Como podemos observar na figura 4, depois da injecdo do material genético pode
ocorrer dois tipos de ciclos, o lisogénico e o litico. Durante o ciclo lisogénico, o ADN viral é
integrado no cromossoma bacteriano, sendo que a bactéria continua o seu processo de
reproducdo e ciclo celular. Sob certas condi¢Ges, como por exemplo, acdo de luz UV, a
bactéria pode iniciar o ciclo litico. Este consiste na producdo de novos fagos que sao
libertados através da lise bactéria (Colavecchio et al., 2017).

Na maioria dos fagos a sua montagem ocorre no citoplasma e a sua libertacédo leva a
lise da bactéria. No entanto, nos fagos filamentosos a sua formacdo termina no envelope
celular e sdo libertados sem levar a morte da bactéria. Este processo de transferéncia de
material genético contribui para o aparecimento de Superbactérias, pois estes vetores podem
transferir genes R (Von Wintersdorff et al., 2016)
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3. Antibioticos Beta-Lactamicos e 0s mecanismos de resisténcia

A classe dos antibidticos Beta-Lactdmicos divide-se nas seguintes subclasses:
Penicilinas e derivados, Cefalosporinas, Carbapenemos e Monobactamos. Estes apresentam
em comum um anel beta-lactamico, composto por um atomo de Azoto e trés atomos de
Carbono. O nucleo de cada classe (anel beta-lactamico e anel secundario) é responsavel pelo
mecanismo de agdo, enquanto que as cadeias laterais sao responsaveis pelo espectro de acéo e
caracteristicas farmacoldgicas (Lakshmi, Nusrin, Georgy, & Sreelakshmi, 2014).

3.1. Mecanismo de agdo

Os antibioticos Beta-Lactamicos apresentam como mecanismo de acdo a inibicéo da
sintese na parede celular bacteriana. A parede celular é constituida essencialmente por
polimeros de peptidoglicano, sendo este € o responsavel pela manutencdo da forma e rigidez
da parede celular. Este polimero é constituido por agucares alternados de N-
acetilglucosamina (NAG) e &cido N-acetilmuramico (NAM) unidos por ligagdes B-(1,4). A
sintese da parede celular ocorre em trés fases. A primeira fase ocorre no citoplasma e nesta
ocorre a formacdo de percursores essenciais para a formacdo do peptidoglicano, como por
exemplo, a sintese de uridina difosfato acido N-acetilmuramico (UDP-NAM) e de uridina
difosfato N- acetilglucosamina (UDP-NAG). Na segunda fase ocorre o transporte destes
percursores para a membrana citoplasmatica. Nesta da-se a libertacdo dos nucleétidos de
uridina dos percursores e ocorre a ligacdo do NAG ao NAM. Durante a terceira fase ocorre a
terminacdo da formacéo do polimero de peptidoglicano. Cada NAM encontra-se ligado a um
pequeno péptido, que difere entre espécies bacterianas. Este péptido liga-se a outro péptido
através de uma “ponte” de aminoacidos, sendo esta reacdo catalisada pelo dominio
transpeptidase das “penicillin-binding proteins” (PBP). Para que haja a formacdo do
peptidoglicano sdo necessarias a atividade carboxipeptidase e transpeptidase das PBP, sendo
que estas apresentam como substrato D-alanil-D-alanina (D-Ala-D-Ala) (Lakshmi et al.,
2014). Ou seja, os antibidticos Beta-lactdmicos inibem o dominio transpeptidase das PBPs,
originando a nao ligagdo das cadeias de péptidos, ou seja, impede o “cross-link” do

peptidoglicano. O anel beta-lactamico apresenta uma elevada afinidade para com as PBPs,
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ocorrendo a formacdo de uma ligagdo covalente. Como podemos ver na figura 5, a estrutura
da Penicilina é muito semelhante a do substrato das PBPs, sendo que se estas enzimas
estabelecerem uma ligacdo covalente com as moléculas de antibidtico, ndo vao estar
“disponiveis” para se ligarem a D-Ala-D-Ala e consequentemente ndo vai ocorrer a conclusao

da formacdo de peptidoglicano (Zeng & Lin, 2013).

Z/N\‘;/\S)< R\L(N

N
7

/\OH 4 “COOH
O
Penicilina D-Ala-D-Ala

Figura 5 - Estrutura quimica da Penicilina e da D-Ala-D-Ala (Zeng & Lin, 2013)

Esta classe de antibidtico também consegue ativar autolisinas, ou seja, enzimas
produzidas pelas bactérias que permitem a sua autodestruicdo. As diferentes PBP apresentam
diferentes fungdes, por exemplo, em Escherichia coli a PBP2 tem como funcdo a manutencéo
da forma, enquanto a PBP 3 esta envolvida na divisdo bacteriana (Lakshmi et al., 2014).

As diferentes subclasses dos antibidticos Beta-Lactamicos apresentam diferentes
afinidades para as diversas PBP. E importante referir que a classe dos Beta-Lactamicos

apresenta uma acdo bactericida, ou seja, matam as bactérias (Lakshmi et al., 2014).

3.2. Arresisténcia bacteriana aos Beta-Lactamicos

Os Beta-Lactamicos apresentam um largo espectro de acdo, tendo acdo contra
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo. As bactérias Gram-negativo apresentam diversos
mecanismos de resisténcia sendo o mais comum a producdo de beta-lactamases. As diferentes

beta-lactamases apresentam diferentes alvos de antibidticos. Beta-Lactamases de espectro
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estreito sdo apenas ativas contra Penicilinas, enquanto que as de largo espectro podem ser
ativas contra todos os Beta-Lactamicos (Fernandes, Amador, & Prudéncio, 2013).

As Penicilinas e derivados e Cefalosporinas de 12 e 2 2 geracdo sdo antibioticos ativos
contra um numero significativo de bactérias, na auséncia de resisténcia. No entanto, a
resisténcia das bactérias a estes € bem evidente. Sdo normalmente recomendados como terapia
de 1 @ linha de algumas infecGes. Se ocorrer resisténcia bacteriana a estas classes é necessario
0 uso de antibidtico de espectro mais largo. As associagdes com inibidores das beta-
lactamases, como por exemplo, o Acido Clavulanico, ttm como objetivo ultrapassar o
problema da inativacdo dos beta-lactamicos por estas enzimas, no entanto nem todas as beta-
lactamases sdo inativadas na presenca destes inibidores. Estas associacdes sao Uteis nos casos
de infecOes graves por Gram-negativo produtores de beta-lactamases, no entanto a resisténcia
a estas associacOes estd a aumentar. Bactérias que sdo resistentes a estas associaces
normalmente também sdo resistentes a Cefalosporinas de largo espectro e aos Carbapenemos
(CDC, 2013).

As Cefalosporinas de largo espectro séo utilizadas em casos de infecdes graves por
bactérias Gram-negativo. O aparecimento de resisténcias a esta classe comegou em meio
hospitalar, sendo que nos dias de hoje ja se propagou para a comunidade. Quando as bactérias
sdo resistentes a estas, a subclasse dos Carbapenemos é a Unica opc¢do dentro da classe dos
Beta-Lactamicos (CDC, 2013).

Os Carbapenemos sdo considerados como terapia de ultima linha de inGmeras
infecGes causadas por bactérias Gram-negativo. Se as bactérias forem resistentes a esta

subclasse, sdo resistentes a todas as outras subclasses de Beta-Lactamicos (CDC, 2013).

3.3. Mecanismos de Resisténcia

A resisténcia das bactérias aos antibidticos Beta-Lactamicos deve-se a quatro

mecanismos principais:

1. Diminuicéo da permeabilidade através de alteragcdes nos canais de porinas;
2. Expulsdo das moléculas de antibiético através de bombas de efluxo;

3. Inativagéo enzimatica da molécula de antibiotico;

4. AlteracOes no alvo dos antibioticos — PBPs (Chellat, Raguz, & Riedl, 2016).
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3.3.1. Diminuicéo da permeabilidade

Todas as classes de antibidtico apresentam um alvo intracelular, por este motivo é
essencial que as moléculas de antibidtico penetrem a membrana externa, no caso das Gram-
negativo e a membrana citoplasmatica no caso das Gram-positivo (Kumar & Varela, 2013).

Este € um mecanismo de resisténcia particularmente importante nas bactérias Gram-
negativo (Silhavy, Kahne, & Walker, 2010).

A membrana citoplasmatica das bactérias serve como uma barreira entre o
citoplasma e 0 meio exterior. Esta estrutura apresenta-se na forma de uma bicamada lipidica,
sendo por isso flexivel. No entanto, as bactérias apresentam estruturas adicionais cuja
principal funcdo é retardar/impedir a entrada de substancias toxicas, como, por exemplo, uma
membrana externa. Todavia, nem todas as bactérias apresentam membrana externa (Kumar &
Varela, 2013).

Comparando os dois tipos de bactérias, as Gram-negativo sdo intrinsecamente menos
permeaveis a inimeras substancias, devido a composic¢do do seu invélucro, como podemos
ver na figura 6 (Kumar & Varela, 2013).

A) Gram-negativo B) Gram-positivo
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Figura 6 -Estrutura da parede celular das bactérias Gram-negativo, b) estrutura das bactérias Gram-
positivo (Kumar & Varela, 2013)

Nas bactérias Gram-positivo a camada de peptidoglicano € mais espessa, sendo
constituida essencialmente por polimeros de &cido teicoico e proteinas. O peptidoglicano
destas bactérias permite a passagem de moléculas até 57 KDa, sendo esta a base para a
suscetibilidade deste tipo de bactérias aos antibidticos. Um outro aspeto caracteristico destas
bactérias € a auséncia de membrana externa (Silhavy et al., 2010). As bactérias Gram-
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negativo apresentam uma camada de peptidoglicano mais fina que se situa entre a membrana
citoplasmatica e a membrana externa (Kumar & Varela, 2013). A membrana externa permite
a filtracdo de moléculas téxicas e juntamente com o peptidoglicano confere estabilidade a
membrana interna de forma a que esta consiga suportar as elevadas pressées osméticas no
interior da célula (Silhavy et al., 2010). Esta membrana é formada por uma bicamada lipidica
que, por sua vez, é constituida por fosfolipidos na parte interior, enquanto que a parte exterior
apresenta glicolipidos, principalmente lipopolissacarideos (LPS) sendo esta constituida por
moléculas lipidicas (particularmente por Lipido A) ligadas covalente a polissacarideos. Estas
moléculas lipidicas contribuem para que haja uma menor fluidez da membrana. A membrana
externa (OM) apresenta de forma geral dois tipos de proteinas: lipoproteina e proteinas em
configuracdo beta. As lipoproteinas estdo incorporadas na parte interna da OM, enquanto que
as proteinas em configuracdo beta sdo proteinas transmembranas designadas de proteinas de
membrana externa (OMP). Fazem parte deste tipo de proteinas as porinas, OmpF, entre
outras. Estas proteinas transmembranas sdo muito importantes para o transporte de mono e
dissacarideos e de aminoacidos. A classe das porinas pode dividir-se em aquaporinas, que
permitem a absorcdo de compostos hidrofilicos, porinas gerais e porinas especificas de
determinados nutrientes. No caso dos antibidticos Beta-Lactamicos, estes para penetrarem a
membrana externa tém que recorrer ao auxilio das porinas (Silhavy et al., 2010).

Assim podemos concluir, que a presenca da membrana externa nas bactérias Gram-
negativo constitui um importante fator intrinseco de resisténcia a antibioticos e que mutacoes
nos genes que codificam porinas sdo um fator de resisténcia adquirida (Kumar & Varela,
2013).

3.3.2. Expulsdo de moléculas através de Bombas de efluxo

Um outro mecanismo de resisténcia aos antibioticos Beta-Lactdmicos consiste na
“expulsdo” de moléculas de antibidticos através de proteinas presentes na membrana. Estas
proteinas sdo denominadas de bombas de efluxo e tém como funcdo regular o meio interno da
bactéria através da remocdo de agentes antimicrobianos, metabolitos e outras moléculas
toxicas para a bactéria. Podem ser constituidas por um unico ou diversos componentes.

Apesar das bactérias apresentarem naturalmente genes que codificam para as bombas de

16
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade Ciéncias e Tecnologias da Salde



Inés Matos e Silva — Antibidticos Beta-Lactamicos e as “Superbactérias”

efluxo, situados no plasmideo ou no cromossoma, existem genes que podem ser transferidos
entre bactérias. As bombas de efluxo podem ser especificas de um substrato ou abranger
diversos substratos (Daury et al., 2016).

As bombas de efluxo podem ser divididas em cinco familias, como podemos ver na
figura 7, de acordo com o numero de componentes, niUmero de regides transmembranares,

fonte de energia usada e pelo tipo de moléculas que exporta (Daury et al., 2016).

A)  “Major Facilitator Superfamily” (MFS);

B)  “ATP-binding Cassette” (ABC)

C)  “Multidrug and toxic compound extrusion” (MATE);

D)  “Small multidrug resistance” (SMR),

E)  “Resistance-nodulation-division” (RND) (Daury et al., 2016).
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Figura 7 -As diferentes familias das bombas de efluxo e em que tipo de bactéria existem (Daury et al.,
2016)

A familia ABC usa como fonte de energia a hidrdlise de ATP, enquanto as restantes
utilizam protdes como fonte de energia (Daury et al., 2016).

As familias MFS, ABC, SMR e MATE estdo presentes nas bactérias Gram-positivo e
nas Gram-negativo, enquanto que a familia RND apenas esta presente nas Gram-negativo. A
familia MFS é a mais relevante nas bactérias Gram-positivo. Esta € composta por diversos
tipos de subfamilias que transportam agucares e moléculas de antibiético (Daury et al., 2016).

Dependendo das familias de bombas de efluxo, estas podem estar presentes s6 na

membrana interna ou podem atravessar 0 espago periplasmatico até a membrana externa.
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Quando ocorre uma mutacdo nos genes que regulam a expressao das bombas de efluxo esta
pode originar uma sobre expressao das mesmas e consequentemente o aparecimento de
resisténcias. Quando os genes que codificam para as bombas de efluxo estdo sobre expressos
a bactéria apresenta um elevado nivel de resisténcia, expulsando assim inimeras moléculas
(Sun, Deng, & Yan, 2014).

A familia RND expulsa compostos bioldgicos e agentes antimicrobianos. Esta é
composta por trés elementos: o transportador RND que estd situado na membrana
citoplasmatica, uma proteina de fusdo periplasmatica (MFP) e uma proteina situada na
membrana externa (OMF) que tem como funcéo a ligacdo da MFP a parte externa da bactéria
(Li, Plésiat, & Nikaido, 2015).

Normalmente a resisténcia aos antibioticos ndo € atribuida apenas a este mecanismo
de resisténcia, mas sim a uma combinacdo dos mecanismos. A resisténcia das bactérias Gram-
negativo € atribuida a uma combinacdo da impermeabilidade da OM e da presenca das

bombas de efluxo, como podemos ver na figura 8 (Li, et al., 2015).
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Figura 8 - Mecanismos de resisténcias nas bactérias Gram-negativo: a presenca de OM e de bombas de
efluxo (Li et al., 2015)

A passagem de farmacos, nas bactérias Gram-negativo, através da OM e da
membrana interna pode ocorrer através de: porinas, proteinas especificas e da regido LPS.
Apos a entrada dos farmacos estes podem penetrar a membrana interna por difusdo ou podem

ser expulsas da bactéria pelas bombas de efluxo que podem apresentar um Unico componente
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ou trés componentes (a bomba de efluxo, uma proteina da membrana externa (OMP) e uma

proteina de fuséo periplasmatica (MFP) (Daury et al., 2016).

3.3.3.Inativacao enzimatica

A inativacdo enzimatica é o principal mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-
negativo aos antibioticos Beta-Lactamicos. As beta-lactamases sdo enzimas que degradam o
anel beta-lactamico, através do corte da ligacdo amida, o que resulta na ndo ligacdo das
moléculas de antibidticos as PBPs. O numero conhecido das beta-lactamases tem vindo a
aumentar ao longo dos anos, como podemos ver na figura 9, tornando-se assim um dos
diversos mecanismos de resisténcia. Os genes que codificam estas enzimas sdo normalmente
denominados de genes bla juntamente com o nome da enzima especifica como, por exemplo,
bla-KPC, sendo que podem estar presentes no cromossoma ou em elementos genéticos
moveis (MGE). Estes genes podem ser expressos de forma constitutiva (sempre) ou indutiva

(apenas quando ha um sinal externo que induz a sua producéo) (Munita et al., 2016).

10 Beta-Lactamases identificadas ao longo dos anos
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Figura 9 -NUmero de Beta-lactamases identificadas entre 1970 e 2015 (Davies & Davies, 2010)

Relativamente a classificacdo das beta-lactamases ha duas formas globalmente
aceites, como podemos ver na tabela 1: a classificagcdo de Ambler que tem como base a
sequéncia de aminoacidos dividindo-se assim em 4 grupos (A, B, C e D) e classificacdo de
Bush-Jacoby que também divide as beta-lactamases em 4 grupos com diversos subgrupos,
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tendo em consideracdo a sua funcdo bioguimica baseada na especificidade do substrato
(Davies & Davies, 2010).

Tabela 1- Correspondéncia da classificacdo de Ambler com a de Bush-Jacoby e respetivas
caracteristicas das enzimas (Ghafourian, Sadeghifard, Soheili, & Sekawi, 2014)

Classe de Ambler Classificagédo de Caracteristicas das beta- NUmero de
Bush Jacoby lactamases enzimas
C 1 Enzimas codificadas a nivel do 51
cromossoma e dos plasmideos de
bactérias Gram-negativo
2a Penicilinases produzidas por 23
estafilococos e enterococos
2b ESBL 16
2be ESBL 200
2br Beta-lactamases 24
2¢c Enzimas hidrolisadoras de 31
Carbenicilina
A 2f Enzimas hidrolisadores de 4
Carbapenemos
B 3 Metalo-lactamases 24
D 2d Enzimas hidrolisadoras de 31
Oxacilina

A classe A de Ambler corresponde ao grupo 2a, 2b, 2c, 2be, 2br, 2e e 2f da
classificacdo de Bush-Jacoby (Ghafourian, Sadeghifard, Soheili, & Sekawi, 2014).

As beta-lactamases pertencentes a esta classe apresentam um residuo de serina no
seu sitio catalitico.

Estas dividem-se nos seguintes subgrupos:

2a: correspondem a penicilinases. Sdo produzidas principalmente por
bactérias cocos Gram-positivo, como por exemplo: estafilococos e menos frequente

enterococos. Apresentam um espetro de acdo limitado, hidrolisando preferencialmente
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Penicilinas e derivados e apresentam pouca afinidade para com Cefalosporinas,
Carbapenemos e Monobactamos. Estas enzimas sdo inibidas pelo Tazobactamo e
Acido Clavulanico. A enzima mais representativa deste grupo é a PC1 (Ghafourian et
al., 2014).

o 2b: correspondem a beta-lactamases de largo espectro. As enzimas
desta classe hidrolisam Penicilinas e algumas Cefalosporinas. Sao inibidas pelo Acido
Clavulanico e Tazobactamo. Desta classe fazem parte enzimas como TEM-1, TEM-2,
SHV-1. Dentro deste grupo existe um subgrupo, denominado de 2be que apresenta
uma atividade alargada em relacdo ao grupo 2b, pois também conseguem hidrolisar
Aztreonam e Ceftazidima (Ghafourian et al., 2014).

e  2br: correspondem a beta-lactamases. Hidrolisam Penicilinas e séo
resistentes ao Acido Clavulanico. Enzimas como TEM-30 e SHV — 10, sdo exemplos
deste grupo. O grupo 2ber apresenta em espectro mais largo que 2br, pois também
hidrolisam Cefalosporinas e Monobactamos (Bush & Jacoby, 2010).

o 2c: correspondem a penicilinases. Estas enzimas hidrolisam a
Ticarcilina, Benzilpenicilina, entre outros antibi6ticos. Sdo inibidas pelo Acido
Clavulanico e pelo Tazobactamo. Deste grupo fazem parte o PSE-1 e 0 CARB-3. O
subgrupo ce apresenta um espectro mais largo tendo acdo também contra o Cefepima
(Ghafourian et al., 2014).

. 2e: correspondem a cefalosporinases. Estas enzimas conseguem
hidrolisar Cefalosporinas, no entanto sdo inibidas pelo Tazobactamo e Acido
Clavulanico. CepA é uma das enzimas representativas deste grupo (Ghafourian et al.,
2014).

. 2f: este grupo é constituido por carbapenemases, ou seja, enzimas que
inibem a classe dos Carbapenemos. KPC-2, IMI-1 e SME-1 sdo as enzimas mais

representativas deste grupo (Ghafourian et al., 2014).

A Classe B de Ambler corresponde ao grupo 3 da classificacdo de Bush-Jacoby.

As enzimas pertencentes a esta classe sdo denominadas de metalo-lactamases. Este

nome deve-se & presenca de um ido metélico, normalmente de zinco, como cofator. A
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presenca deste ido metalico é uma das diferencas desta classe para com a classe A, C e D, pois
estas apresentam como cofator um residuo de serina (Ghafourian et al., 2014).

No entanto, as metalo-lactamases séo inibidas pela presenca de ides quelantes, como
por exemplo, 0 EDTA (Ghafourian et al., 2014).

Estas enzimas sdo codificadas por genes geralmente situados no cromossoma. As
metalo-lactamases hidrolisam os Carbapenemos, Cefamicinas e Aztreonam (de forma menos
eficaz). No entanto, n&o sio inibidas pelo Acido Clavulanico nem pelo Tazobactamo. Existem
10 tipos de enzimas pertencentes a esta classe, no entanto aquelas que apresentam uma maior
representacdo Mundial sdo as enzimas IMP, VIM e NDM. As IMP sdo produzidas por
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., € Acinetobacter spp entre outras espécies. As
enzimas VIM foram descobertas em Verona, Italia, dai o seu nome “Verona metalo beta
lactamase codificada por integrfes”, produzidas por exemplo, por Pseudomonas aeruginosa.
Mais recentemente, foi descoberta uma nova classe NDM (New Dwlhi metalo beta-

lactamase) produzidas pela espécie Klebsiella pneumoniae (Bush & Jacoby, 2010).

A classe C de Ambler corresponde ao grupo 1 da classificacédo de Bush-Jacoby.

Dentro desta classe, destaca-se as cefalosporinases. S&o eficazes contra Penicilinas e
Cefalosporinas, no entanto sdo mais ativas nas Cefalosporinas do que na Benzilpenicilina.
N3o sdo inibidas pelo Acido Clavulanico. Sdo normalmente codificadas no cromossoma pelo
gene blaAmpC, mas também podem ser codificadas pelos plasmideos. Pseudomonas
aeruginosa apresenta este gene no cromossoma, com baixa expressdo, no entanto ha um sobre
expressdo deste quando se encontra na presenca de alguns Beta Lactdmicos, como por
exemplo Ampicilina, Meropenemo e Amoxicilina em associagio com o Acido Clavulanico.
Existe um novo subgrupo denominada de le, no qual se inserem enzimas de largo espectro

que apresentam uma melhor atividade contra Ceftazidima (Ghafourian et al., 2014).

A Classe D de Ambler corresponde ao grupo 2d, 2de e 2df da classificacéo de

Bush-Jacoby.
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As enzimas pertencentes a esta classe sdo denominadas de oxacilinases (OXA). As
diferencas significativas destas enzimas para com a classe A é o facto de hidrolisarem a
penicilina Oxacilina e de serem pouco inibidas pelo Acido Clavulanico. Existem diversos
tipos de OXA, que sdo agrupadas tendo em conta 0s seus aminoacidos. Os genes que
codificam estas enzimas podem ser encontrados no cromossoma e a nivel dos plasmideos de
diversas bactérias. Algumas enzimas pertencentes a este grupo sdo eficazes contra poucos
antibioticos, apresentando assim um espectro limitado, sendo apenas eficazes contra a
Penicilina e Cefalosporinas de 1?2 gera¢do. Enquanto outras, tem um espectro mais alargado,
sendo eficazes contra Cefalosporinas de ultima geracao e contra Carbapenemos. A classe D €
produzida maioritariamente na bactéria Acinetobacter baumanii, no entanto também pode ser
produzida por outras bactérias, como por exemplo, Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. A enzimas que pertencem ao grupo 2d
sdo enzimas que conseguem hidrolisar Cloxacilina (ndo comercializada em Portugal).
Enquanto que as enzimas do subgrupo 2de apresentam um espectro alargado, no entanto néo
conseguem hidrolisar Carbapenemos. O subgrupo 2df consegue hidrolisar Carbapenemos e
sdo frequentemente produzidas por Acinetobacter baumannii (Shaikh, Fatima, Shakil, Rizvi,
& Kamal, 2015).

Classificacdo e > al al

de Ambler Cc Al D \

Classificacao Bush- 1 2 F ol

Jacoby

Inibidores Clavulanic acig

ESBLS 1

Exemplos ESBL: AmpC Penicilinase: TEM-1 ESBL: OXA-1Y Carbapenemase; IMP,
SHV Carbapenemase VIM, NDM
ESBLs CTXM, TEM.D OXA-23
Carbapenemase: KPC OXA 48

Serina beta-lactamase

¥ Metalo beta-lactamase

Tabela 2 -Quadro resumo das caracteristicas das beta-lactamases (Munita, Arias, Unit, & Santiago, 2016).
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3.3.4.Modificacgdes no alvo - PBP

Este € o principal mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-positivo a classe dos

Beta-Lactamicos. As “modificagdes” do alvo destes antibidticos podem ocorrer devido:

1.  Mutagdes pontuais nos genes que codificam para a proteina alvo;

2. Substituicdo ou desvio do alvo original (Munita, et al., 2016).

MutacGes pontuais

MutacOes espontédneas nos genes que codificam as PBP podem originar uma
diminuicdo da afinidade destas enzimas para com a molécula de antibidtico e,
consequentemente, a diminuicdo da eficacia destes antibidticos (Blair, Webber, Baylay,
Ogbolu, & Piddock, 2014).

Por outro lado, mutacGes em determinados genes podem levar a uma sobre expressao
das PBP, no que resulta num maior nimero de enzimas face a quantidade de antibidtico.
Deste tipo de mutacdo resultam PBPs que ndo sdo inativas, o que leva a continuacdo da
formacéo de peptidoglicano (Blair, et al., 2014).

Substituicdo completa do alvo

Esta estratégia bacteriana consiste na capacidade de a bactéria desenvolver novos
alvos dos antibidticos que realizam as mesmas func¢des que o alvo original, mas que ndo séo
inibidas pelas moléculas de antibi6tico. O exemplo mais significativo é a resisténcia a
meticilina por Staphylococcus aureus devido a aquisicdo de um gene exdgeno que codifica
para outras PBPs. Este mecanismo vai ser abordado com mais detalne ao longo desta
monografia (Blair et al., 2014).
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4. Superbactérias

As “Superbactérias” mais frequentes sdo as Gram-negativo, sendo apontes como a
causa mais frequente de infecdes graves relacionadas com a prestacdo de cuidados de saude.
Também, as bactérias Gram-positivo sdo consideradas um problema, mas ndo na extensao das
Gram-negativo. Bactérias como Acinetobacter spp., as da familia Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae e Staphylococcus aureus apresentam
resisténcias aos Antibidticos Beta-Lactamicos que sdo consideradas preocupantes. Como tal, é
necessario o conhecimento do mecanismos de resisténcia para que se consiga solucionar este

problema (Center for Disease Dynamics Economics & Policy, 2015).

4.1. Acinetobacter spp.

As espécies Acinetobacter sdo reconhecidas como uma das causas mais relevantes de
infecdes adquiridas nos hospitais. O género Acinetobacter € constituido por varias espécies,
no entanto, Acinetobacter baumannii é considerada a espécie com mais relevancia clinica.
Acinetobacter baumannii pertence ao grupo dos organismos ESKAPE, isto é, um grupo de
bactérias clinicamente relevantes que estdo associadas a infecdes nos cuidados de saude.
Deste grupo fazem parte as seguintes bactérias: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter spp. Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
sp. (Lee et al., 2017).

Esta bactéria é capaz de acumular diversos mecanismos de resisténcia, originando assim o
aparecimento de estirpes multirresistentes, sendo que 25% a 50% das estirpes de
Acinetobacter baumannii isoladas em Portugal sdo consideradas multirresistentes, como
podemos ver na figura 10 (ECDC, 2016).
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Figura 10 - Percentagem de isolados que séo resistentes a Carbapenemos, Fluoroquinolonas e
Aminoglicosideos-dados de 2015 (ECDC, 2016).

Esta espécie causa, por ano, 7300 infecBes, sendo que cerca de 500 resultam na
morte do doente (CDC, 2013). As infegdes ocorrem em locais que apresentam um grande
contetdo liquido, sendo assim apontadas como a causa de pneumonias adquiridas no hospital,
pneumonias adquiridas na comunidade, bacteriémia, infecdes urinarias, meningite, entre
outras. Mais de 50% dos individuos com bacteriémia causada por esta bactéria morrem

(Michalopoulos & Falagas, 2010).

4.1.1. Mecanismos de resisténcia aos Antibidticos Beta-Lactamicos

Quando se compara o involucro celular de Acinetobacter baumannii com o de outras
bactérias conclui-se que este apresenta menos canais de porinas o que origina uma diminuicao
da entrada de moléculas de antibiético. Uma outra particularidade sobre o seu involucro é que
as caracteristicas deste muda consoante o ambiente, aumentando a sua espessura quando a
bactéria é colocada em ambientes mais hostis, fazendo assim com que fique mais protegida do

exterior (Davies & Davies, 2010).
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Resisténcia aos Carbapenemos

Nos ultimos anos, os Carbapenemos eram considerados a classe de antibioticos mais
eficaz para o tratamento de Acinetobacter baumannii multirresistente. No entanto,
Acinetobacter baumannii resistente aos Carbapenemos (CRAB) tém vindo a aumentar, sendo
normalmente resistente a todos os antibidticos exceto Colistina e Tigeciclina (Viehman,
Nguyen, & Doi, 2014).

Os mecanismos de resisténcia aos Carbapenemos consistem na a) producdo de
carbapenemases, b) expulsdo de moléculas de antibiotico através das bombas de efluxo c)

reduzida permeabilidade da membrana externa e d) modificacbes nas PBPs (Tabela 3).

Tabela 3 -Mecanismos de resisténcia e proteinas envolvidas na resisténcia de Acinetobacter baumanii aos
antibiéticos Beta-lactamicos (Viehman et al., 2014).

Mecanismo de Classes/Familias Proteina
Resisténcia

Classe A TEM-1; TEM-92; GES-1; GES-5; GES-
11; GES-12; GES-14; PER-1; PER-2;
PER-7; CTX-M-2; CTX-M-15; SCO-1;
VEB-1

Classe B IMP-1; IMP-2; IMP-4; IMP-5; IMP-6;
IMP-8; IMP-11; IMP-19; IMP-24
VIM-1; VIM-2; VIM-3: VIM-4: VIM-11
Beta-Lactamases Classe C AmpC

Classe D OXA-21; OXA-128; OXA-37; OXA-23;
OXA-51; OXA-23, OXA-40, OXA-58,
OXA-143, OXA-235

Bombas de efluxo ABC AdeFGH; AdelJK
MFS TetA; TetB; CmlA; CraA; AmvA; AbaF
MATE AbeM
Defeitos na Porinas OmpA
CarO

Permeabilidade
Alteracdo do Alvo Modificagdes nas PBPs PBP2
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a) Producao de Carbapenemases

Acinetobacter baumannii produz de forma natural e em pouca quantidade
carbapenemases denominadas de OXA-51 e cefalosporinases do tipo AmpC. Estas enzimas
inativam antibioticos como Aminopenicilinas, Cefalosporinas de 12 e 2 # geracdo e
Aztreonam, mas ndo Carbapenemos. No entanto, quando Acinetobacter baumanii adquire um
gene promotor exdgeno, ou seja, um gene que controla a expressdo de outros, como por
exemplo os genes ISAbal ou ISAba9 as carbapenemases véo ser produzidas em maior
quantidade, originando assim a resisténcia a esta classe. Contudo, estes genes tém que ser
inseridos num local especifico, isto é, a montante do gene bla- OXA-51 na sequéncia de ADN
(Ruppé, Woerther, & Barbier, 2015).

Para além dos genes anteriormente referidos, existem outros que podem ser
adquiridos, tais como os que codificam para as seguintes enzimas OXA-23, -40, -58,-143 e -
235, sendo a enzima OXA-23 a causa mais frequente de resisténcia aos Carbapenemos. As
carbapenemases do grupo OXA conferem resisténcia aos Carbapenemos, mas ndo a
Cefalosporinas. Acinetobacter baumannii também pode adquirir genes que codificam enzimas
que ndo pertencem ao grupo OXA, nomeadamente as NDM , em menor quantidade IMP e
VIM e ainda mais raro KPC e GES (Viehman et al., 2014).

b) Bombas de efluxo

As bombas de efluxo presentes em Acinetobacter baumannii conferem resisténcia
aos Carbapenemos. A subfamilia AdeABC pertencente a familia RND é a que estd mais
envolvida na multirresisténcia desta bactéria, apresentando-se em 80% dos casos de
resisténcia (Rumbo et al., 2013). AdeABC é regulada pelo gene adeRS, sendo que uma
mutacdo ou uma insercdo do gene Isabal, pode levar a uma sobre expressdo das bombas de
efluxo. Mutacbes em diversos genes que codificam para a bomba de efluxo podem originar
uma sobre expressdo destas proteinas, tais como: mutagdes no gene AbeM pode levar a uma
sobre expressdo da familia MATE, que esta envolvida na expulsdo de moléculas de
antibiotico (Viehman et al., 2014).
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C) Canais de porinas mutados

Acinetobacter baumannii possui canais de porinas denominados de CarO. Estes
consistem em canais de influxo, ou seja, canais que permitem a entrada de moléculas.
Farmacos como o Imipenemo utiliza este canal para penetrar a membrana celular. No entanto,
quando ocorre a inser¢do de genes como ISAbalO ou ISAba825 a montante do gene que
codifica esta porina, este canal ndo se expressa, no que resulta na ndo passagem deste farmaco

para o interior da membrana celular (Howard, Donoghue, Feeney, & Sleator, 2012).

d) PBPs mutadas

Mutacdes nos genes que codificam PBPs originam o aparecimento de resisténcia a
esta classe de farmacos. Acinetobacter baumanii apresenta sete PBPs, sendo elas 1a, 1c, 2, 3,
4, 4b e 5. Quando os genes que codificam estas enzimas sdo mutados pode resultar numa
diminuicdo da afinidade destas enzimas para com a molécula de antibi6tico, o que origina

uma diminuicdo de eficacia do medicamento (Howard et al., 2012).

Resisténcia a Cefalosporinas

Acinetobacter baumannii produz de forma natural beta-lactamases, denominadas de
ADC que significa de “cefalosporinases derivadas de Acinetobacter ”. Apesar desta producéo
ser natural, quando os genes ISAbal ou ISAbal25 sdo inseridos a montante do gene que
codifica as enzimas AmpC na sequéncia de ADN, origina uma hiperproducdo destas beta-
lactamases. Estas beta-lactamases néo séo eficazes no Cefepima, no entanto quando se trata
de ADC de largo espectro estas sdo eficazes em toda a classe de Cefalosporinas (Almasaudi,
2016).

Acinetobacter baumannii também produz ESBL, sendo a do tipo PER a mais
encontrada nestas bactérias (Almasaudi, 2016).
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Resisténcia ao Sulbactamo

A acdo do Sulbactamo em Acinetobacter baumanii consiste na sua ligacdo a PBP2,
impedindo assim a formacéo de peptidoglicano. Mutagdes nos genes que codificam esta PBP
podem originar um decréscimo da producdo desta enzima ou a uma mudancga na sua estrutura
impedindo a ligagdo do antibiotico. Um outro mecanismo de resisténcia ao Sulbactamo é a

producdo de enzimas TEM-1, que inativam este farmaco (Viehman et al., 2014).

4.1.2. Tratamento de infe¢bes por Acinetobacter spp.

Terapéutica de primeira e segunda linha

Acinetobacter spp. quando suscetivel, apresenta como tratamento Cefalosporinas
como Ceftazidima ou Cefepima ou um Beta-Lactdmico em associagdo com um inibidor das
beta-lactamases por exemplo, Sulbactamo. Uma outra alternativa sdo Carbapenemos, como
Meropenemo e Imipenemo. Se estes falharem podem recorrer-se a antibidticos como
Tobramicina (Aminoglicosideo) e Quinolonas como Ciprofloxacina (Fishbain & Peleg,
2010).

Terapéutica alternativa

Acinetobacter baumannii é definida como multirresistente quando nédo € suscetivel a
trés ou mais dos seguintes dos seguintes antibioticos: Aminoglicosideos, Ampicilina-
Sulbactamo, Carbapenemos, Cefalosporina e Fluoroquinolonas. Como terapia alternativa aos
antibidticos acima indicados, as op¢fes sdo limitadas. Quando se trata de Acinetobacter
multirresistente, antibiéticos como Polimixinas, Minociclinas e Tigeciclinas podem ser
utilizados. Sendo as Polimixinas (Polimixinas B e Polimixinas E ou Colistina) os antibioticos

mais utilizados quando se trata de Acinetobacter multirresistentes (Fishbain & Peleg, 2010).
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4.2. Familia Enterobacteriaceae

A resisténcia aos antibidticos das bactérias da familia Enterobacteriaceae tem vindo
a aumentar ao longo dos anos, principalmente aos antibioticos Beta-Lactamicos. A esta
familia pertence Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Morganella spp., Providentia
spp., Enterobacter spp., Serratia spp, Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp, entre
outros. Algumas destas bactérias sdo consideradas comensais no nosso intestino, tais como a
Escherichia coli e Enterobacter spp. No entanto, quando presentes no trato urinario, vias
respiratorias, feridas e sangue originam doenca. Algumas espécies desta familia, tais como,
Shigella spp., Yersinia spp. entre outras sdo consideradas patogénicas sempre que presentes
no organismo (Thenmozhi, Moorthy, Sureshkumar, & Suresh, 2014).

Infecbes causadas por estas bactérias ocorrem, normalmente, em doentes
imunocomprometidos, principalmente em doentes em ambiente hospitalar, e estdo
frequentemente associadas ao uso de dispositivos como ventiladores e cateteres, mas também
a toma prolongada de antibidticos. E muito preocupante a resisténcia destas bactérias a classe
dos Carbapenemos, sendo denominadas por Enterobacteriaceae Resistentes aos
Carbapenemos (ERC) (Thenmozhi et al., 2014)

ERC constituem um subgrupo desta grande familia que € resistente aos
Carbapenemos, sendo que existem diversas variantes que apresentam diferentes perfis de
resisténcia e diferentes graus de transmissdo. Em Portugal, existem surtos hospitalares
esporéadicos de ERC, como podemos ver na figura 11.
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Figura 11 - Casos reportados de surtos de ERC, em 2015 (ECDC, 2015)

4.2.1. Mecanismos de Resisténcia aos antibiéticos Beta -Lactamicos

Bactérias da familia Enterobacteriaceae apresentam diversos mecanismos de
resisténcia, dos quais se destacam a modificacdo das moléculas de antibidtico através da
producéo de beta-lactamases, diminuicdo da permeabilidade devido a mutagdes nos genes que
codificam as porinas e mecanismo de expulsdo de farmacos através das bombas de efluxo
(Kocsis & Szabo, 2013).

Apesar desta familia apresentar varios mecanismos de resisténcia aos Antibioticos
Beta-Lactamicos, o principal consiste na producdo de beta-lactamases. Bactérias da familia
Enterobacteriaceae produzem inlimeras enzimas, umas de forma natural e outras devido a

aquisicdo de genes (Ruppé et al., 2015).

Resisténcia a Penicilina e Cefalosporinas de 1 2 Geracao

Bactérias como Enterobacter sp., Citrobacter freundii, Hafnia alvei, Morganella
morganii, Serratia arcescens e Providencia sp. produzem cefalosporinases do tipo AmpC de
forma indutivel, sendo estas codificadas a nivel do cromossoma. Estas enzimas sdo
produzidas quando estas bactérias estdo na presenca de antibidticos como Acido Clavulanico,
Amoxicilina, Cefoxitina e Cefalosporinas de 12 Geragdo. Este &€ um fendmeno de resisténcia
intrinseca. A subclasse dos Carbapenemos também é indutora destas enzimas, contudo esta

ndo é hidrolisada (Kocsis & Szab0, 2013). No entanto, se ocorrerem mutagGes espontaneas
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neste sistema de inducdo e se essa mutacdo originar uma hiperproducdo da enzima AmpC,
estas bactérias tornam-se resistentes ndo s6 a Penicilinas e Cefalosporinas de 1* Geragéo,
como também a Cefalosporina de 3 @ Geracdo (Ruppé et al., 2015).

A maioria das estirpes pertencentes a esta familia apresentam mecanismos de
resisténcia intrinseca. Por exemplo, Escherichia coli apresenta, a nivel do cromossoma, genes
que codificam a enzima AmpC, no entanto este gene € pouco expresso e ndo é regulado pelo
sistema de indugdo. Também espécies como Klebsiella sp. e Citrobacter koseri produzem
beta-lactamases pertencentes a classe A de Ambler, sendo estas codificadas a nivel do
cromossoma (Ruppé et al., 2015).

Todavia, a maioria destas espécies apresentam os dois tipos de resisténcia.
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp. e Escherichia coli apresentam também mecanismos
de resisténcia adquirida, devido a transferéncia horizontal de material genético,
principalmente de plasmideos (Kocsis & Szabd, 2013).

Cerca de 5-10% desta familia é considerada “ESBL-producing Enterobacteriaceae”
(ESBL-PE), ou seja, produz enzimas de largo espetro o que Ihes confere resistente a maioria
dos antibidticos Beta-Lactamicos, com exce¢do de Cefoxitina e Carbapenemos. Outras
enzimas produzidas por espécies desta familia sdo CTX-M e OXA, o que também confere
resisténcia a estas subclasse de antibidticos (Kocsis & Szabd, 2013).

Atualmente, sdo utilizados inibidores das beta-lactamases em associacdo com Beta-
Lactamicos para o tratamento de infecfes por ESBL-PE, as associagbes mais comuns S&o:
Amoxicilina-Acido Clavulanico, Ticarcilina-Acido Clavulanico e Piperacilina-Tazobactamo.
No entanto, Piperacilina em associacdo com Tazobactamo é a associacdo mais eficaz a fim de
evitar o uso de Carbapenemos, Vvisto que a resisténcia a esta classe esta a aumentar (Kocsis &
Szabo, 2013).

Resisténcia a Cefalosporina de 28, 3?2 e 42 Geracgao

Cerca de 50 a 60% das espécies da familia Enterobacteriaceae produzem em excesso
a enzima AmpC, o que lhes confere resisténcia a Cefalosporinas de 3% Geragdo. Estes
antibioticos também sdo suscetiveis de sofrer hidrolise pelas enzimas TEM, SHV e CTX-M
de largo espectro produzidas por esta familia de bactérias. Estas beta-lactamases sdo

atualmente codificadas a nivel do cromossoma pelo gene blaAmpC, tendo sido capturadas por
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MGE. Um exemplo deste caso é a enzima CMY-2 da familia AmpC produzida por
Citrobacter freundii (Thenmozhi et al., 2014).

O tratamento de infecOes causadas por bactérias que produzem enzimas
hidrolisadoras de Cefalosporinas consiste em Carbapenemos, o que levou ao aumento desta

ultima classe e consequentemente ao aumento de resisténcias (Thenmozhi et al., 2014).

Resisténcia aos Carbapenemos

As carbapenemases sdo enzimas de largo espectro. Um exemplo destas sdo as KPC,
ou seja, “Klebsiella pneumoniae carbapenemases” que é codificada a nivel dos plasmideos de
Klebsiella pneumoniae. No entanto, bactérias como Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens, e Citrobacter também podem produzir este tipo de carbapenemases.
KPC ¢ ativa contra Cefalosporinas de largo espectro, Aztreonam e Carbapenemos ( Chavda et
al., 2016).

Klebsiella pneumoniae para além de produzir KPC também produz VIM, sendo estas
duas enzimas a causa de resisténcias e a origem de surtos hospitalares. Escherichia coli
também produz as enzimas NDM e OXA-48. A enzima OXA-48 consegue hidrolisar
Penicilinas, Carbapenemos, mas ndo Cefalosporinas de 32 Geracéo ( Chavda et al., 2016).

Esta familia de bactéria também produz IMI (beta-lactamases hidrolisadores de
Imipenemo), NMS (ndo metalo carbapenemases) e SME (Serratia marcescens enzima). Estas
enzimas tém um espectro de acdo contra as Penicilinas, algumas Cefalosporinas, Aztreonam e
Carbapenemos ( Chavda et al., 2016).

Bactérias da familia Enterobacteriaceae resistentes a Carbapenemos (CRE) sdo,
atualmente, consideradas um problema de Salde Publica, pois estdo associadas a elevados
niveis de mortalidade principalmente devido ao atraso de administracdo de antibidticos
eficazes e a falta de opcOes terapéuticas eficazes. CRE sdo responsaveis pela morte de 30%-
75% dos doentes infetados ( Chavda et al., 2016).
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Tabela 4 - tabela resumo das enzimas produzidas pela familia Enterobacteriaceae (Thenmozhi, Moorthy,

Sureshkumar, & Suresh, 2014)

Classificacdo Classificacdo Substrato Inibidor Enzimas
de Bush- de Ambler representativas
Jacoby
1|/C Cefalosporinas Nenhum AmpC
2b | A Penicilinas, Inibidores de TEM-1; TEM-2; TEM-
Cefalosporinas de 12 beta- 13; SHV-13
Geracao lactamases
2be | A Cefalosporinas de largo Inibidoresde TEM -3; SHV-2; PER;
espetro e Aztreonam beta- VEB
lactamases
2d | D Cloxacilina Inibidores de OXA-1; OXA-10;
beta-
lactamases
2de | D Cefalosporinas de largo Inibidores de OXA-11; OXA-15;
espetro beta-
lactamases
2df | D Carbapenemos Inibidores de OXA-23; OXA-48
beta-
lactamases
2f | A Carbapenemos Inibidores de KPC; IMI; SME; NMC
beta-
lactamases
3a| B Carbapenemos EDTA MBL

4.2.2. Tratamento de infecbes pela familia Enterobacteriaceae

Terapéutica de primeira e segunda linha

Quando suscetiveis, o tratamento consiste em Penicilinas e Cefalosporinas, no

entanto estes antibidticos ja ndo sdo eficazes contra um ndmero significativo de bactérias
desta familia (Robles et al., 2014).

As bactérias produtoras de ESBLS, séo resistentes a Penicilinas e Cefalosporinas, o

que levou ao aumento do consumo de Carbapenemos. Este aumento de consumo levou a que
houvesse uma pressdo seletiva, facilitando assim a propagacdo de ERC. Esta familia de
bactérias tem conseguido adquirir mecanismos de resisténcia para as opc¢des terapéuticas

aplicadas, por esta razéo as opgdes séo escassas (Robles, et al.,2014).
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Terapéutica alternativa

Atualmente, a associacdo Ceftazidima -Avibactamo esta a ser utilizada em infecdes
intra-abdominais complicadas, exceto em estirpes produtoras de metalo-lactamases. As
opcdes terapéuticas para ERC consiste em Colistina e Tigeciclina. No entanto, estes
antibioticos apresentam inumeros efeitos adversos e j& estdo a ser reportados casos de
resisténcia, principalmente a Colistina. Estirpes resistentes a Colistina ja foram apontadas
como sendo a causa de surtos hospitalares. O que significa que ja foram reportadas estirpes
resistentes a todos os antibidticos, ou seja, ja foram reportadas estirpes pan-resistentes.
(Robles, et al., 2014).

4.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ classificada como um agente ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter), sendo assim considerada como uma das seis
bactérias que sdo a causa mais frequente de infecdes nosocomiais (ECDC, 2015). Esta espécie
bacteriana esta associada a infecGes graves adquiridas no hospital apresentando uma taxa de
mortalidade elevada, especialmente em doentes imunocomprometidos. Algumas estirpes sao
resistentes a maioria dos antibioticos, incluindo aos Aminoglicosideos, Cefalosporinas,

Carbapenemos e Fluoroquinolonas, como podemos observar na figura 12 (WHO, 2014b).
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Figura 12 - Percentagem de estirpes isoladas que apresentam resisténcia a trés ou mais dos seguintes
antibiéticos: Piperacilina+ Tazobactamo, Ceftazidima, Fluoroquinolonas, Aminoglicosideos e
Carbapenemos, em 2014(WHO, 2014b).

Nos Estados Unidos da Ameérica estima-se que haja mais de 51 000 infecdes
associadas aos cuidados de saude e que por ano morram cerca de 440 pessoas devido a

Pseudomonas aeruginosa multirresistente (CDC, 2013).

4.3.1. Mecanismos de resisténcia aos Antibioticos Beta-Lactamicos

Esta espeécie bacteriana apresenta uma resisténcia intrinseca a maioria dos
antibidticos devido as caracteristicas da sua membrana externa e a presenca de bombas de
efluxo. Ficando assim suscetivel a Quinolonas (Ciprofloxacina e Levofloxacina),
Aminoglicosideos (Amicacina, Gentamicina e Tobramicina), Polimixinas (Polimixina B e
Colistina), e a alguns Beta-Lactamicos (Piperacilina-Tazobactamo, Ceftazidima, Cefepima,
Imipenemo, Doripenemo e Meropenemo) (Mulcahy, Isabella, & Lewis, 2013).

A resisténcia a esta classe de antibidticos deve-se a mecanismos de resisténcia

adquirida tais como:

o Mutacdes nos alvos dos antibidticos, tais como, alterages nas PBPs;
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o MutagOes nos genes que codificam as enzimas do tipo AmpC, que conferem
resisténcia a Penicilinas e Cefalosporinas;

o Perda de proteinas de membrana responsaveis pela entrada de moléculas de
antibiotico, nomeadamente aos Carbapenemos;

o Mutacdo nos genes que codificam para as bombas de efluxo, o que confere
resisténcia aos Beta-Lactamicos, Aminoglicosideos, Fluoroquinolonas;

o A presenca de biofilme reduz a permeabilidade que origina a acumulacdo de

beta-lactamases e consequentemente a degradacéo de antibiotico (Mulcahy et al., 2013).

Resisténcia aos Carbapenemos

A maioria dos antibidticos tém de ultrapassar a parede celular para chegar ao seu
alvo. Os antibioticos Beta-Lactamicos sdo moléculas pequenas hidrofilicas que entram na
bactéria através de canais de porinas. Pseudomonas aeruginosa apresenta diferentes canais de
porinas, sendo o oprF o mais representativo. Apesar de existir estirpes mutantes sem o OprF,
esta falta ndo € a principal causa para a resisténcia aos antibioticos, porque existem outras
porinas que permitem este transporte. O OprD é uma porina direcionada para o transporte de
aminoacidos e de moléculas de antibiotico. A auséncia deste estd relacionada com a
resisténcia ao Imipenemo, que requer a presenca destas porinas para se ligar ao seu alvo. No
entanto, a acdo de antibidticos como o Meropenemo ndo é afetada por esta auséncia, o que
indica que consegue ultrapassar a membrana externa com o auxilio de outras porinas
(Mulcahy et al., 2013).

A resisténcia desta espécie bacteriana também pode ser explicada pela ocorréncia de
mutacdes nos genes que codificam bombas de fluxo. Pseudomonas aeruginosa apresenta
quatro bombas de fluxo diferentes: mexAB-oprM, mexXY-oprM, mexCD-oprJ e mexEF-
oprN10. MexAB-oprM € o sistema responsavel pela expulsdo de toda a classe de Beta-
Lactamicos, enquanto que o mexEF-oprN expulsa s6 Carbapenemos. Os genes mexR que
codificam estes sistemas estdo presentes em todas as estirpes, no entanto quando ocorre uma
mutagdo esta pode originar um aumento de expressdo dos mexAB-oprM. E importante referir
que todas as classes de antibidticos, com excecdo das Polimixinas, sdo expulsos por um ou

mais sistemas de fluxo (Mulcahy et al., 2013).
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Pseudomonas aeruginosa apresenta um outro mecanismo de resisténcia aos
Carbapenemos que consiste na producdo de carbapenemases, sendo que quando a bactéria
estd na presenca desta subclasse ocorre um aumento da transmissdo de genes que codificam

para estas enzimas (Ruppé et al., 2015).

Resisténcia as Cefalosporinas

Esta espécie bacteriana apresenta o gene AmpC que codifica para a producdo de
beta-lactamases. A sobreproducdo destas enzimas confere resisténcia a Amoxicilina em
associacdo com Acido Clavulanico, Cefalosporinas de 12 e 22 Geragdo, Ceftriaxone e
Ertapenemo. No entanto, antibidticos com Piperacilina, Ceftazidima, Cefepima, Imipenemo,
Meropenemo e Doripenemo ndo sdo suscetiveis de sofrerem hidrolise por estas enzimas
(Lambert, 2002).

Pseudomonas aeruginosa também pode produzir ESBLS que que sdo ativas contra

Penicilinas e Cefalosporinas (Lambert, 2002)

4.3.2. Tratamento de infe¢des por Pseudomonas aeruginosa

Terapéutica de primeira e segunda linha

Quando a estirpe € suscetivel utiliza-se derivados da Penicilina em associacdo com
inibidores das beta-lactamases, como por exemplo, Piperacilina em associagdo com 0
Tazobactamo: 4.5 g com intervalo de 6 horas ou 3.375 g em intervalos de 4 horas. Uma
alternativa consiste no uso de Cefalosporinas, tal como, Ceftazidima: 2 g em intervalos de 8
horas ou Cefepima: 2 g em intervalos de 8 horas. Quando ndo sao suscetiveis aos antibidticos
anteriormente referidos utiliza-se Monobactamo, como o Aztreonam 2 g em intervalos de 8
horas ou Carbapenemos, como Meropenemo: 1 g a cada 8 horas ou Doripenemo: 500 mg a
cada 8 horas.

As doses referidas sdo utilizadas em doentes sem outras patologias associadas (Johns
Hopkins Medicine, 2016).
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Terapéutica alternativa

Para o tratamento de Pseudomonas aeruginosa multirresistente utiliza-se
Ceftolozane em associacdo com Tazobactamo (1,5 — 3 g em intervalos de 8 horas) ou
Colistina (5 mg/kg). A dose é ajustada de acordo com a clearance de creatinina (Johns
Hopkins Medicine, 2016).

4.4. Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae é a bactéria responsavel pela gonorreia, uma infecdo
sexualmente transmissivel (IST). Esta infecdo é considerada a segunda mais comum das IST
causadas por bactérias. E caracterizada, de uma forma geral, por uma inflamacéo na faringe,
uretra, cérvix ou no recto. Pode ser assintomatica nas mulheres, o que leva ao nao tratamento
e a longo prazo a complica¢bes mais sérias devido a falta de tratamento. Estas complicacbes
traduzem-se em gravidez ectdpica, infertilidade, entre outros. Nos homens quando néo
tratadas pode levar a epididimites e infertilidade. O controlo da propagacdo destas bactérias
depende de uma identificacdo rapida e do tratamento ndo sé da pessoa infetada mas também
dos seus parceiros (WHO, 2016).

Neisseria gonorrhoeae € frequentemente resistente a multiplas classes de
antibidticos, nomeadamente a Cefalosporinas. A OMS estima que num periodo de 10 anos vai
haver um aumento de 75 000 casos de inflamacdo pélvica, a qual é a maior causa de
infertilidade, de 15 000 casos de epididimites e mais de 222 casos infecdo pelo HIV, pois este

virus é transmitido mais facilmente quando existe uma coinfeccdo (Unemo & Shafer, 2014).
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4.4.1. Mecanismos de resisténcia aos Antibidticos Beta-Lactamicos

Neisseria gonorrhoeae tem vindo a adquirir resisténcia aos seguintes antibioticos:

Penicilinas, Cefalosporinas, Azitromicina e Tetraciclinas, como podemos ver na figura 13.

Figura 13 - Antibioticos eficazes aos longo dos anos em Neisseria gonorrhoeae - SUL, Sulfonamidas;
PEN- Penicilinas; TET- Tetraciclinas; CIP- Ciprofloxacina; OFX- Ofloxacin; CFM-Cefixima; CRO-
Ceftriaxone; AZM - Azitromicina; DOX-Doxicilina (Unemo, 2015);

A aquisicdo de genes por esta espécie bacteriana apresenta um importante papel na
resisténcia aos antibioticos, pois esta apresenta-se sempre num estado de competéncia para a
transformacéo.

Esta “Superbactéria” apresenta como mecanismo principais:

1. Destruigdo enzimética doas moléculas de antibidticos;
2. Modificacdo ou protecédo do alvo;
3. Diminuicdo do influxo (Unemo, 2015);
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Resisténcia a Penicilina

Como ja foi referido, a espécie Neisseria gonorrhoeae apresenta-se sempre num
estado de competéncia pelo que é capaz de adquirir genes exdgenos com facilidade. E
frequente esta bactéria ser recetora de material genético, através do processo de conjugacéo,
sendo normalmente Haemophilus parainfluenzae a espécie dadora (Unemo & Shafer, 2014).

Um dos genes envolvido na resisténcia bacteriana é o blaTEM-1 que codifica para a
beta-lactamase TEM-1 (hidrolisadora do anel beta-lactdmico) (Unemo & Shafer, 2014).

A resisténcia a Penicilina também pode ser explicada por mutacgdes, nas quais ocorre
uma inser¢do do aminoacido aspartato, no gene penA que codifica a enzima PBP2 e por
mutacdes no gene penB, que codifica porinas presentes na membrana denominadas de PorB.
PorB pode existir de duas formas alélicas: PorBla e PorB1b. Estirpes com o alelo PorB1b sdo
mais resistentes a penicilina do que as estirpes com o alelo PorBla (Unemo & Shafer, 2014).

Por ser naturalmente competente, esta espécie bacteriana também pode adquirir
plasmideos que codificam penicilinases, como TEM-1 e TEM-135, que hidrolisam a ligacéo
amida do anel beta-Lactdmico (Unemo & Shafer, 2014).

Um outro mecanismo de resisténcia de Neisseria gonorrhoeae consiste na ocorréncia
de um polimorfismo de um Unico nucle6tico, ou seja, uma Unica variacdo de nucle6tico no
gene ponA que codifica para a enzima PBP1, no qual resulta uma diminuicdo da afinidade em

duas a quatro vezes desta enzima para com a molécula de penicilina (Ohnishi et al., 2011).

Resisténcia as Cefalosporinas

A resisténcia as Cefalosporinas deve-se a mais do que um mecanismo de resisténcia,
sendo eles, mutacdes nos genes que codificam PBPs, diminuicdo do influxo e aumento do
efluxo. Em semelhanca ao que ocorre no mecanismo de resisténcia as penicilinas mutacdes no
gene penA que codifica para as PBP2 também originam resisténcia a esta subclasse de
antibioticos Beta-Lactamicos. No entanto, em contraste ao que acontece na resisténcia a
Penicilina, estirpes multirresistentes apresentam cerca de 60 a 70 altera¢cGes nos aminoéacidos,
e as mutacdes no gene penA ndo ocorrem devido a inser¢do do aminoacido aspartato. Este

alelo de penA surgiu através do processo de transformacéo e posterior recombinacao de genes
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exogenos, sendo Neisseria perflava, Neisseria sicca, Neisseria polysaccharea, Neisseria

cinérea as espécies dadoras (Unemo & Shafer, 2014).

4.4.2. Tratamento de infecdes por Neisseria gonorrhoeae

Terapéutica de primeira e segunda linha

E recomendado uma associagdo de 250 mg Ceftriaxone intramuscular com 1 g
Azitromicina oral ou Cefixima 400 mg oral em associa¢do com 1 g de Azitromicina (WHO,
2016).

Terapéutica Alternativa

Como terapia alternativa aos antibidticos anteriormente referidos pode utilizar-se uma unica
dose de Ceftriaxone 500 mg em associa¢do com 2 g de Azitromicina. Em alternativa pode
utilizar-se Cefixima (800 mg oral) em dose Unica em associagdo com Azitromicina (2g). As
doses indicadas s&o para doentes sem outras patologias associadas (WHO, 2016).

4.5. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pode ser considerado uma bactéria comensal ou patogénica
no nosso organismo. Aproximadamente 30% da populacdo humana apresenta esta bactéria na
pele. No entanto, enquanto oportunista causa infecdes na pele, osteoarticulares, tecidos moles,
bacteriemia e endocardite. Algumas estirpes desta espécie conseguem produzir toxinas, que
provocam intoxicagOes alimentares (ECDC, 2016).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma das causas mais
frequentes de infecBes hospitalares na Europa. A incidéncia de MRSA tem vindo a aumentar
ao longo dos anos, o que leva a utilizagdo de antibioticos de segunda linha. Estas antibioticos
sd0 mais caros e apresentam um maior nimero de efeitos adversos, sendo necessario a sua
monitorizacdo. No passado, MRSA causava infe¢Ges a niveis hospitalares enquanto que hoje

também causa infe¢des adquiridas na comunidade. MRSA também pode infetar gado, pelo
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que pode ocorrer uma transmissao de animais para humanos, sendo assim denominado de LA-
MRSA (MRSA associado ao gado) (Tong, Davis, Eichenberger, Holland, & Fowler, 2015).

Como podemos ver pela figura 14, em Portugal cerca de 25%-50% dos isolados de
Staphylococcus aureus sdo resistente & Meticilina (ECDC, 2016).
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Figura 14 -Percentagens de MRSA na Europa em 2015(ECDC, 2016)

45.1. Mecanismo de Resisténcia aos Antibiotico Beta-Lactamicos

Staphylococcus aureus apresenta dois mecanismos de resisténcia aos Beta-
Lactamicos:

1. A produgdo de beta-lactamases- codificadas pelo gene blaz;

2. Alteracdo de PBPs, nomeadamente a PBP2a (Hiramatsu et al., 2014);
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Resisténcia aos Beta-Lactamicos

A Meticilina comecou a ser utilizada para combater infe¢cfes causadas por esta
bactéria em 1959.Em 1961, foi reportado a primeira resisténcia desta bactéria a este
antibiotico, sendo que rapidamente se espalhou por todo o mundo. MRSA teve origem em
Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina (MSSA). Quando MSSA adquiriu através do
processo de transferéncia horizontal o gene mecA, tornou-se resistente a este
antibiotico(Peres, Neves, Vieira, & Devesa, 2014). A transferéncia horizontal ocorreu através
de um elemento genético movel, denominado de cassette cromossdmica estafilococica (SCC).
A SCC que apresenta 0 gene mecA é denominada de SCCmec, sendo que este depois de
adquirida € integrada no cromossoma de Staphylococcus aureus. SCCmec, como podemos
observar na figura 15, é constituida por um complexo de gene mec, e por um complexo de
gene ccr. O primeiro complexo apresenta 0 gene mecA, que codifica para a resisténcia a
Meticilina .O genes mecR1 e mecl sdo genes reguladores e o0 gene ccr € um complexo que é
responsavel pela integracdo no cromossoma, sendo denominado de ‘“cassete chromosome
recombinase”(CCR) (Hiramatsu et al., 2014).
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Figura 15 -Cassete cromossémica de Staphylococos Aureus (Hiramatsu et al., 2014)

Existem 8 tipos de SCCmec. Estes diferem na sua estrutura, combinacdo do gene
mec com 0 gene ccr e nos genes R que transportam. Os tipos I, 1V, V, VI e VII normalmente
SO transportam 0s genes mecA, enquanto que os do tipo Il, 111 e VIII podem apresentar outros
genes que conferem resisténcia a outros antibioticos (Reygaert, 2013).

O gene mecA codifica a PBP2, que é considerada uma transpeptidase ineficiente. A

PBP2 desta espécie apresenta pouca afinidade para com os antibi6ticos Beta-Lactamicos, o
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que faz com que a ligacdo entre a molécula de antibidtico e o local ativo desta PBP ndo ocorra
(Reygaert, 2013).

Um outro mecanismo de resisténcia aos Beta-Lactdmicos consiste na aquisicdo de
um plasmideo que contem o gene blaZ, que codifica para a producdo de beta-lactamases. Esta
enzima é sintetizada apenas quando Staphylococos Aureus esta na presenca desta classe de
antibioticos. A expressdo do gene blaZ é regulada pelos genes anti-repressor blaR1 e pelo
repressor blal (Reygaert, 2013).

Staphylococos aureus foi englobado na monografia, porque o nimero de resisténcias
esta a aumentar a classe dos Beta-Lactamicos, Quinolonas e a Vancomicina. O mecanismo de

resisténcia a estas duas ultimas classes ndo vai ser abordados na presente monografia.

4.5.2. Tratamento de infegdes por Staphylococos aureus

Terapéutica de primeira e segunda linha

Se a estirpe for MSSA, a terapia de 12 Linha € a Penicilina, no entanto se a infecéo
for uma bacteriemia deve ser administrado Flucloxacilina (2 g a cada 8 horas) ou Oxacilina (2
g a cada 4 horas).Se ocorrer alergia a estes farmacos pode ser utilizada Cefazolina (2 g a cada
8 horas) (Hiramatsu et al., 2014).

Terapéutica Alternativa

Como terapia alternativa pode utilizar-se Vancomicina (15 mg/kg a cada 12h). Este
antibidtico € menos eficaz que os Beta-Lactamicos, pelo que s6 deve ser administrada quando
héa resisténcia ou intolerancia a esta classe. Outra alternativa consiste na Daptomicina (6mg/kg
IV) (Hiramatsu et al., 2014).
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5. Causas do aparecimento de Superbactérias

S80 inUmeras as causas para 0 aparecimento de Superbactérias. Na presente
monografia apenas serdo discutidas as seguintes: uso inapropriado de antibidticos, uso
excessivo na producdo de animais, descarte de inadequado de antibioticos, falhas hospitalares,

diminuicdo do desenvolvimento de novos antibidticos e m4 adeséo a vacinagéo.

5.1. Uso inapropriado de antibiéticos

Um uso inapropriado pode significar:

a) Maprescricao

Uma mé prescricdo pode referir-se ao uso de antibidticos para o tratamento de
patologias ndo causadas por bactérias ou ao uso de antibidtico em condicdes sub-dptimas,
como por exemplo, 0 uso de antibidticos de espectro desnecessariamente amplo (Center for
Disease Dynamics Economics & Policy, 2015).

Segundo o CDC, cerca de 47 milhdes de antibioticos prescritos nos EUA, por ano,
sdo desnecessarios, pois a maioria destes antibidticos sdo prescritos para patologias causadas
por virus. A maioria destas patologias sdo respiratorias, tais como, constipacGes, gripes,
sinusite, entre outras. Esta ma prescri¢do faz com que haja um aumento de reacGes alérgicas,
reacOes adversas, assim como uma maior suscetibilidade a outras infegdes, tais como infe¢oes
urinarias e diarreia (Center for Disease Dynamics Economics & Policy, 2015).

A prescricdo inadequada pode acontecer devido a necessidade de um rapido
diagndstico e inicio da terapéutica. Sendo assim, é frequente os médicos receitarem
antibidticos de acordo com a sua experiéncia e epidemiologia local, ou seja, trata-se de um
tratamento empirico. Este tratamento empirico pode ser Util nos casos em que é necessario o
comeco imediato da terapéutica e enquanto se realiza o teste de suscetibilidade da bactéria ao
antibiotico. No entanto, quando a terapia empirica ndo é apropriada € necessario o uso de

outro antibidtico (Center for Disease Dynamics Economics & Policy, 2015).
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b)  Automedicacdo e mé adesdo a terapéutica

Uma outra causa para 0 aparecimento de resisténcias aos antibioticos é a
automedicacdo. A automedicacgdo significa a toma de medicamentos sem indicacdo médica.
Existem inUmeras raz8es que levam as pessoas a automedicarem-se, tais como: conselho de
um amigo ou familiar, o facto de em certas localidades do Pais a espera para uma consulta no
sector publico ser longa e das consultas no sector privado serem caras e porque pensam que
a ida ao médico € de evitar se ndo se tratar de uma doenca grave (Rathera, Kim, Bajpai, &
Parka, 2017).

Uma mé adesdo a terapéutica, ou seja, dosagem ou periodo de toma incorreto,
também origina o aparecimento de resisténcias. Hoje em dia, é frequente o doente parar a
toma do antibiético no momento em que se comeca a sentir melhor ndo terminando assim o
tratamento. Uma outra situacdo frequente é a toma de antibidtico remanescente de infecdes

anteriores (Michael, Dominey-Howes, & Labbate, 2014).

5.2. Uso de antibidticos nos animais e descarte inadequado no ambiente

O uso de antibi6ticos de forma excessiva na producdo de animais de consumo
humano também contribui para aumentar o aparecimento de resisténcias aos antibioticos. A
justificacdo para o tal uso excessivo tem por objetivo uma producdo mais rapida, maior e de
maior qualidade dos animais (Landers, Cohen, Wittum, & Larson, 2012).

A elevada producdo de gado leva a uma partilha da flora comensal e de agente
patogénicos entre 0s animais. Por isso, 0s produtores recorrem ao uso de antibi6ticos para
prevenir e impedir a propagacdo destas infecdes. As galinhas e 0s porcos sdo dos animais que
mais consumem antibidticos (World Health Organization, 2014).

Por exemplo, nos EUA cerca de 16 % das vacas leiteiras recebem, principalmente,
Penicilinas e Cefalosporinas para tratamento de infe¢des na glandula mamaria, ou seja,
mastite. E quase 100 % destes animais recebem estes antibidticos de forma profilatica para

evitar esta infecdo (World Health Organization, 2014).
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Uma outra causa consiste no tipo de antibioticos usados em veterinaria, isto é, dos 27
antibidticos mais usados nos animais, apenas 9 sdo de uso exclusivo nos animais (World
Health Organization, 2014).

Também na aquacultura utilizam-se antibi6ticos para a criagdo de salméo e camaréo.
O uso excessivo de antibioticos leva ao aparecimento de bactérias resistentes presentes ndo sé
nos animais, mas também na populacdo humana que consome estes animais € no meio
ambiente. Por exemplo, em 2011, em Inglaterra, 11 pessoas ficaram infetadas com salmonela
que apresentava resisténcia a inimeros antibioticos, tais como: Amoxicilina em associacao
com Acido Clavulanico, Ampicilina, Ceftriaxone, entre outros (World Health Organization,
2014).

As bactérias conseguem propagar-se de inimeras formas entre animais e humanos. A
exposicdo direta aos animais ou o consumo de carne mal cozinhada aumenta o risco de
colonizagdo e infecdo no Homem. No caso de animais alimentados com ragdes contendo
antibidticos, a infecdo ou colonizacdo humanas poderdo ter origem em bactérias
multirresistentes. Mas esta propagacdo também pode ocorrer de forma indireta tal como o
transporte de animais pode causar dispersdo de bactérias resistentes ao longo da rota utilizada,
elementos genéticos moveis de bactérias resistentes podem ser incorporados noutros
microrganismos e causar infecdes no homem, os fertilizantes de origem animal podem conter
bactérias resistentes que contaminam as aguas. Existem bactérias que apresentam apenas
como reservatério o homem, no entanto a maioria apresenta também como reservatorio 0s
animais (figura 16) o que faz com que seja mais dificil o combate as Superbactérias (Landers,
etal., 2012).

Homem

Animais

Figura 16 - Bactérias de maior relevo e os seus diferentes reservatérios (World Health Organization, 2014)
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Um outro veiculo de bactérias € a agua, através de consumo direto, sistemas de
irrigacdo, entre outros. A agua pode ajudar a disseminar bactérias que apresentam genes R.
Relativamente ao ambiente, residuos de antibidticos provenientes de fabricas, mas também da
conspurcagdo com fezes e urinas excretados pelos animais e humanos, contribuem para a
dispersdo de bactérias eventualmente multirresistentes (Ventola, 2015).

O facto de alguns hospitais fazerem um descarte inadequado de certos materiais com
residuos de antibidticos, mas também o facto de algumas pessoas ndo terminarem a toma do
antibidtico e o deitarem em lixo ndo proprio leva a que residuos de antibidticos sejam
encontrados no solo e em A&guas subterraneas. Sendo que, uma vez no ambiente o
procedimento de tratamento de dgua nédo € suficiente para a eliminacao de alguns antibidticos
(Ventola, 2015)

5.3. Falhas Hospitalares

As infecbes adquiridas nos hospitais devido a Superbactérias contribuem de forma
significativa para a morbilidade e mortalidade (Krzowska-firych, Sukhadia, & Al-mosawi,
2014).

Estima-se que em cada ano cerca de 4 100 000 pessoas adquiram uma infecao deste
tipo na Unido Europeia e cerca de 37 000 pessoas morram devido a resisténcias a antibioticos.
Mais de 70% das bactérias que causam infe¢cdes adquiridas no hospital sdo resistentes a pelo
menos 1 antibidtico (Krzowska-firych, et al., 2014).

Estas infecBes acontecem devido a selecdo de estirpes bacterianas resistentes e a
facil transferéncia de genes R, como consequéncia do excesso de prescricdo de antibioticos
nestes ambientes.

Esta propagacdo de Superbactérias acontece devido ao ndo cumprimento das
medidas de contencdo por parte dos profissionais de salde, nomeadamente a ndo substitui¢éo
de avental e luvas e a falhas na higienizacdo nos hospitais, quer em materiais quer através das

maos dos profissionais de saude e consequente disseminagdo (Krzowska-firych et al., 2014).
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5.4. Decréscimo do desenvolvimento de Antibidticos

O ritmo de desenvolvimento de novos antibidticos tem vindo a diminuir ao longo das

ultimas trés décadas como podemos ver na figura 17.
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Figura 17 -Desenvolvimento de novos antibi6ticos ao longo dos anos (Ventola, 2015)

Esta diminuicdo aconteceu porque o desenvolvimento destes farmacos ndo € considerado
um investimento seguro, isto porque os antibiéticos sdo usados por um curto periodo de
tempo. Sendo assim, as industrias decidiram apostar no desenvolvimento de farmacos para

patologias crénicas e de uso profilatico (Ventola, 2015).

5.5. Relutancia no uso de vacinas

Atualmente, existem vacinas que permitem a imunizacdo contra bactérias. Vacinas
contra doencas provocadas por N. meningitidis (Meningite), Clostridium tetani (tetano) ou
Bordetella pertussis (tosse convulsa) estéo integradas no Plano Nacional de Vacinagdo (PNV,
2016).No entanto, existem campanhas anti vacinacdo em alguns paises. As principais causas
desta relutancia séo questdes de seguranca, crengas pessoais, culturais e religiosas. O facto de
algumas pessoas ndo estarem imunizadas origina uma maior facilidade de propagacdo e
posterior infecdo. No caso das infecGes bacterianas, resulta num maior consumo de

antibidtico, o qual poderia ser evitado (Larson, 2013).
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5.6. Ciclo de Propagacéo de bactérias

O aparecimento e desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos ndo apresenta uma
sO causa, mas sim varias causas que estdo interligadas, representadas na figura 18. O Homem
pode adquirir bactérias resisténcias por contacto direto ou indireto, como por exemplo, através
do toque de objetos contaminados ou consumo de alimentos contaminados. Quando estamos a
ingerir alimentos malcozinhados, temos mais probabilidades de ficar infetados, isto porque as
bactérias presentes nestes alimentos ndo morrem durante 0 processo de confecdo. Estas
bactérias podem colonizar o organismo humano ou podem através de mecanismos de
transferéncias de genes induzir resisténcia nas bactérias comensais humanas, nomeadamente
as do intestino (Rathera et al., 2017).

Se estes doentes forem hospitalizados e se as préaticas de higiene ndo forem eficazes,
as bactérias resistentes vao infetar outros doentes e quem entra em contato com eles. Pessoas
infetadas e sem sintomas no inicio da infe¢do sdo um 6timo veiculo de propagacao bacteriana.
Estes podem contaminar outras pessoas e animais, através de contato direto ou indireto. Agua,
fezes e objetos servem como veiculo das bactérias, podendo contaminar humanos, animais e 0
ambiente, sendo assim um ciclo de propagacéo bacteriana se ndo forem tomadas medidas para
as combater (Rathera et al., 2017).
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Figura 18 -Aparecimento e desenvolvimento de resisténcia aos antibiodticos (Rathera et al., 2017)
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6. Estratégias para minimizar a Resisténcia bacteriana

Como referido anteriormente, existem indmeros fatores que contribuem para 0 uso
irracional de antibidticos. Como tal, ndo existe apenas uma estratégia, mas varias para reduzir

0 numero a carga genética de multirresisténcia.

Todos temos um papel fundamental no uso racional do antibiético.

6.1. Meédicos

o A melhoria da prescricdlo é uma importante medida de combate ao
aparecimento de resisténcias, sendo qua para tal é necessaria uma formacdo adequada dos
médicos. Esta educacao deve ser académica e pds-graduada, ou seja, deve ser uma formacéo
continua. E necessario fornecer material de apoio, tais como, newsletters, guidelines de
tratamento, literatura clinica, entre outros. A nivel hospitalar é necessario a revisdo da terapia
apos 2-3 dia do seu comeco, tendo em conta o estado clinico do doente e exame
microbiologico (WHO, 2015).

. Prescricdo de antibidticos de acordo com as guidelines;

. A educacdo do doente deve ser feita através de:

= Promocdo de uma boa comunicacdo entre o profissional de saude e o

paciente;

Fornecimento de material e informacdo apropriada sobre o correto uso de

antibioticos;

= Manutencdo de estilos de vida saudavel como forma de prevencdo de
infecdes;

= Conhecimento das consequéncias do uso incorreto: a importancia de nédo

tomar antibidticos se ndo for por indicagdo médica, sendo que a dosagem e

intervalo de toma devem ser respeitados;
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= Informacdo para a préatica correta de lavagem de méos, e outras formas de
contencdo da transmissdo de bactérias;
» Reforgo da importéancia da vacinagao.

o Conhecimento de quais os antibidticos a que as bactérias presentes na
comunidade em que esta inserido sdo resistentes e prescricdo em funcdo do conhecimento
dessa resisténcia;

o Implementacdo de medidas de prevencdo de infecdo, tal como, medida de
higiene de mdos, entre os pacientes (WHO, 2015);

6.2. Paciente e Familia

. Obter conhecimento sobre o uso correto dos antibidticos, para que servem, em
que situacdes se devem usar, entre outros;

o Saber o que pode fazer para aliviar os sintomas;

. Saber como se toma o antibiotico de forma correta: duracdo da terapéutica,
intervalo de administracao;

. Manutencdo de estilos de vida saudavel como forma de prevencéo;

. Manutencdo de uma boa higiene;

. Receber a vacinacdo recomendada;

o N&o comprar antibiéticos sem prescri¢do (O’Neill, 2014).

6.3. Hospitais e outros locais de prestacdo de cuidado de saude

o Monitorizagao dos antibidticos prescritos;

. Conhecimento de quais sdo as bactérias resistentes na unidade de prestacdo de
cuidados;

. Requerer o teste de suscetibilidade a antibioticos;

o Educar os médicos para que haja uma otimizagdo da prescricao;

o Medidas de higienizac¢do das méos;

o Rastreio dos doentes para Superbactérias e seu isolamento;
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o Educacdo do pessoal do hospital e analise e discussao sobre a terapia escolhida
e duracdo (WHO, 2014a);

o Implementagdo de Programas que permitam o controlo do uso de antibiotico e
da resisténcia bacteriana. Em Portugal, o Programa de Prevengéo e Controlo de Infegdes e de
Resisténcia aos Antimicrobianos (PPCIRA) que tem como objetivo a reducdo das taxas de
infecdo e da taxa de microrganismo resistentes em meios hospitalares e na comunidade (DGS,
2013).

o Aviso pelo programa informatico do numero de dias da toma de antibidtico e
suspensdo automatica da prescri¢do no ultimo dia estabelecido como fim de terapéutica;

o Utilizacdo de testes de diagnostico mais rapidos;

. Desinfecdo de bancadas e esterilizacdo adequada dos materiais(WHO, 2014a);

6.4. Educacdo da Populacéo em geral

A educacdo da populacdo abrange os aspetos referidos na educagdo do doente e
familia, mas néo é so.

E muito importante a educacfo em particular dos agricultores, produtores de animais
e veterinarios.

Para tal é necessario:

. Desenvolvimento de sistemas nacionais para monitorizacdo do uso de
antibiodticos na producdo de animais de consumo;

. Uso das guidelines pelos veterinarios, com o objetivo de diminuir o uso
excessivo e desnecessario de antibidticos;

o Prevencdo de infecBes nos animais através da vacinagdo e melhoria da higiene,

. Reducéo da prescricdo de antibidticos uso humano nos animais;

. Os veterinarios apenas devem prescrever antibioticos para uso terapéutico;

. Gestdo de residuos de medicamentos e respetivas embalagens, de forma a que

haja um correto descarte, entre outras (Van Boeckel et al., 2015).
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6.5. Medidas Politicas

o Fornecer ferramentas para implementacdo de protocolos de prescricdo de
antibioticos, assim como de prevencéo de infecoes;

o Apoiar todos os profissionais de saude para que estes fornecam informacao
adequada a populacdo sobre o uso racional dos antibioticos;

o Apoiar o desenvolvimento de novos testes de diagndstico, novas terapéuticas
ou alternativas para o combate da resisténcia bacteriana;

o Definir objetivos para a restricdo do uso de antibiético tanto no Homem como

nos animais;
. Incentivar as inddstrias a desenvolverem novos antibioticos;
. Incluir no curso de Medicina Veterinaria, um conhecimento aprofundado sobre

resisténcia bacteriana e uso prudente de antibiéticos (Roca et al., 2015).

6.6. Industria Farmacéutica

o Desenvolvimento de novos antibidticos eficazes contra as bactérias resistentes;

o Desenvolvimento de testes rapidos que permitam a identificacdo das bactérias e
a sua suscetibilidade aos antibidticos no consultério médico, para que a prescri¢do seja a mais
adequada e de forma a evitar a prescri¢do de antibidticos quando se trata de infecBes virais
(Roca et al., 2015).

6.7. Farmacéutico

6.7.1.Comunitario

Como profissional de saude que tem uma relacdo privilegiada com o doente, o
farmacéutico comunitario ndo tem s6 um papel importante na educacdo do doente como da
populacdo em geral. O papel do farmacéutico comunitario na prevencdo, identificacdo e
resolucdo de problemas relacionados com os medicamentos é crucial para garantir a qualidade

de vida do utente. O farmacéutico tem o dever de promover o uso racional do medicamento.
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Para tal, é necessario que seja bom comunicador, ou seja, que consiga abordar de forma clara
e objetiva as informacdes necessarias sobre o uso do medicamento. Também tem a funcéo de
ser supervisor e promotor de salde publica (WHO, 2014c). A educacdo do doente pelo
farmacéutico comunitario abrange os seguintes pontos:

o Promotor de saude publica: quer na farmacia durante a dispensa e
aconselhamento ao utente quer através de campanhas de sensibilizacdo fora da farmacia
comunitaria;

o Prevencdo e controlo de infecGes: educagdo sobre as medidas de prevencédo de
infecdes o que resulta consequentemente na diminuicdo de infecdes e do uso de antibidticos;
Incentivo de medidas a adotar como a lavagem das méaos, a maneira correta de espirrar e de
tossir, o isolamento de doentes infetados, entre outros.

. Incentivo a vacinacéo;

. Triagem: tratamento dos sintomas sem recorrer ao uso de antibidticos;

. Referenciar a ida ao médico quando necessario (WHO, 2014c);

6.7.2.Hospitalar

O farmacéutico hospital apresenta um papel importante na validacdo da prescricao,
em que verifica a adequacdo do antibiotico a infecdo, a posologia, duracdo da terapéutica, 0s
ajustes da dose em alguns casos se p.e se tratar de um doente com insuficiéncia renal ou
hepatica.

Os farmacéuticos hospitalares como conhecedores de microbiologia e de técnicas de
assepsia devem ajudar no estabelecimento de normas de higienizacéo do hospital.

Responsabilidade de implementar programas de diminuicdo do consumo de
antibidticos (WHO, 2014c).
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Novos antibiéticos

Desde 2010 foram introduzidos trés novos antibioticos Beta-Lactamicos no mercado,

sendo eles:

Ceftobiprole (Zevtera®, Mabelio®) - é uma Cefalosporina de 52 geracdo. Esta
indicado para pneumonias adquiridas no hospital e é ativo contra MRSA. No
entanto, é hidrolisado pelas enzimas ESBLs e AmpC .N&o apresenta agdo
contra a familia Enterobacteriaceae. Este pode ser considerado uma alternativa
qguando se trata de MRSA(Vincent et al., 2016).

Ceftazidima - Avibactamo (Avycaz®) - esta associacdo foi autorizada pela
FDA em 2015. Esta indicada para infegbes complicadas intra-abdominais. A
Ceftazidima é uma cefalosporina que ja tinha sido aprovada em 1985, no
entanto, esta associacdo é recente. Como a Ceftazidima é suscetivel de ser
hidrolisada pelas ESBLs, o facto de estar associada com o Avibactamo faz com
que seja resistente a enzimas como ESBLs, AmpC e carbapenemases. No
entanto, o Avibactamo n&o inibe as enzimas metalo-lactamases. E importante
referir que este ultimo, como é um inibidor de beta-lactamases, ndo apresenta
acdo contra outro mecanismos de resisténcia, como por exemplo, as bombas de
efluxo(Vincent et al., 2016).

Ceftolozane-Tazobactam (Zerbaxa®) — este consiste numa associacio de uma
Cefalosporina de 5% geragdo com um inibidor das beta-lactamases. Apresenta
uma atividade melhorada contra Pseudomonas sp. No entanto, ndo é estavel
quando na presenga de beta lactamases como as carbapenemases. Pode ser
utilizado para o tratamento de infecBes causadas por bactéria da familia

Enterobacteriaceae produtora de ESBL(Vincent et al., 2016).
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8. Futuro

Terapia Antibidtica

Atualmente existem alguns antibidticos em estudos clinicos, tais como:

o O farmaco LPC-069, demonstrou eficacia contra bactérias resistentes.
Apresenta como mecanismo de acdo a inibicdo da enzima LpxC, enzima importante para a
formagdo da membrana externa das bactérias Gram-negativo (Lemaitre et al., 2017).

. Inibidores das beta-lactamases, como o Avibactamo, mostram um espectro
alargado contra enzimas da classe A, B e C de Ambler, ndo sendo ativos contra metalo-
lactamases, pelo que estdo a ser testados em associacdo com Monobactamos e
Carbapenemos(Vincent et al., 2016).

. O inibidor RPX7007 em associacdo com um novo Carbapenemo, denominado
de Biapenemo, tem demonstrado uma elevada eficdcia contra bactérias da familia
Enterobacteriaceae resistentes aos Carbapenemos(Vincent et al., 2016).

. Um novo Monobactamo denominado de Relebactamo em associacdo com
Imipenemo mostra eficacia contra Pseudomonas aeruginosa multirressitente (Vincent et al.,
2016).

Terapia Nao antibidtica

Terapia alternativa utilizando bacteriéfagos- os bacteriéfagos sdo virus que
infetam bactérias. O objetivo desta terapia consiste na administracdo de bacteriéfagos com o
objetivo de lisar as bactérias patogénicas causadores da infecdo. Os bacteriofagos apresentam
vantagens e desvantagens em relacdo ao uso de antibioticos. Relativamente a seguranca dos
antibioticos, as reacOes adversas aos mesmos ja estdo bem documentadas, enquanto que a
seguranca da terapia fagica ainda ndo esta bem documentada (Golkar, Bagasra, & Gene Pace,
2014). Esta terapia é considerada de forma geral segura, no entanto a maior preocupacdo é a
passagem dos bacteriéfagos pelo intestino e a sua chegada a corrente sanguinea.
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Relativamente a especificidade, esta € a maior vantagem desta terapia, no entanto quando uma
infecdo € causada por varias estirpes de bacteérias, se os fagos utilizados tiverem apenas como
alvo uma estirpe bacteriana o uso destes é menos eficaz que o de antibi6ticos. Sendo por isso
necessario o melhor conhecimento sobre as bactérias causadoras de infecdo. Relativamente a
penetracdo de biofilmes (substancia produzidas pelas bactérias que lhes confere protecdo) a
terapia fagica é mais eficaz, pois estes apresentam enzimas na sua capside que permite uma
melhor penetracdo do biofilme. Os antibi6ticos também conseguem penetrar o biofilme, no
entanto, de forma geral é necessaria uma maior dose de antibiotico. Sendo que doses mais
elevadas de antibidtico pode levar a toxicidade para o tecido. Um outro aspeto da terapia
fagica ¢ o “design dos cocktail”, pois a composi¢cdo dos fagos ¢ um aspeto essencial para o

sucesso desta terapia (Ormélé & Jalasvuori, 2013).

. Dispositivos de Hemofiltracéo

Atualmente, existem varios dispositivos que filtram o sangue a ser estudados. O
objetivo destes consiste na remoc¢do dos agentes patogénicos da corrente sanguinea. Um dos
filtros que tem mais destaque s&o os hemofiltros que incluem lectina ligadora de manose. Esta
€ uma proteina presente no plasma que faz parte do sistema imune inato e constitui 0
primeiro componente do sistema do complemento, tendo como principal funcdo a
neutralizacdo de agentes patogéncos.Esta técnica permite, na tedria, ultrapassar o problema
das Superbacterias (Opal, 2016).

o Inibidores de detecdo de quérum

O quérum consiste num processo de comunicacdo entre bactérias, o que Ihe permite
partilhar “informacdes”. Com estas “informagdes” as bactérias conseguem ajustar a sua
expressdo genética, podendo, por exemplo, estar mais suscetiveis a adquirir genes exdgenos
que conferem resisténcia aos antibiéticos. Moléculas que permitem a inibicdo da detecdo do

quérum estdo a ser estudadas (Rutherford & Bassler, 2012).
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o Imunoterapia Avancada

Estdo a ser estudados anticorpos mono e policlonais que apresentam uma elevada
afinidade contra proteinas especificas presentes nas bactérias. O objetivo é que estas
anticorpos permitam uma melhor opsonizacéo e posterior fagocitose das bactérias. Elementos
como interleucina- 7 estéo a ser estudados (Opal, 2016).

o Limitagéo da viruléncia

Estdo a ser estudados sistemas de lipossomas que permitem a captacdo de
citotoxinas. O objetivo destes € serem utilizados como terapia complementar aos antibioticos
no tratamento de infe¢des provocadas por bactérias produtoras de exotoxinas. Estas toxinas
sdo prejudicais para as células e assim se forem captadas e absorvidas pelos lipossomas,

conseguem proteger as células da lesdo (Opal, 2016).
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9. Conclusao

A resisténcia bacteriana a classe dos Beta-Lactamicos continua a aumentar,
principalmente nas bactérias Gram-negativo.

O numero cada vez maior de Superbactérias € um problema complexo para o qual
contribuem inimeros fatores. Para combater este problema é necessario um uso racional dos
antibioticos, desenvolvimento de novas terapias e novas tecnologias de diagnostico. Para tal, é
imprescindivel um esforco de todos, dos médicos prescritores, do doente e familia, dos
farmacéuticos e outros profissionais de salde, ou seja, de toda a comunidade. Um outro fator
muito importante no combate a resisténcia bacteriana é a vigilancia. Esta é essencial pois
fornece informacdo sobre a identificacdo das Superbactérias, antibidticos a que séo
resistentes, a prevaléncia e dispersdo geografica das infecdes causadas por estas bactérias e
populagdo em que ocorrem. Estes dados séo de extrema importancia pois permitem a adogao
de medidas de controlo mais direcionadas e consequentemente mais eficazes.

Mais 6,5 biliGes de pessoas vivem em Paises no qual estd a ser implementado um
Plano de controlo da resisténcia bacteriana. Os resultados desta acdo estdo a ser favoraveis:
aposta na educacdo de médicos, enfermeiros e outros profissionais de salude sobre medidas
preventivas assim como de tratamento de infegOes; sistemas de vigilancias; aumento da taxa
de vacinacdo, melhorias no saneamento e tratamento de dguas, melhores préaticas de higiene e
de criacdo de animais; uso mais racional do antibi6tico ndo s6 nos humanos, como nos
animais, ou seja, o antibidtico certo, na dose certa e com tempo de toma certo.

A escolha do antibidtico e a duracdo de administracdo precisam de ser
personalizadas, tendo em conta as caracteristicas do doente, os padrbes locais de resisténcia
bacteriana, a gravidade da doenca, entre outros. Apesar de uma prescricdo racional dos
antibidticos poder levar a que o nimero de Superbactérias ndo aumente, s80 necessarios
novos antibioticos com outros mecanismos de agdo e novas terapias adjuntas para combater os
mecanismos de resisténcia existentes.

Visto que as Superbactérias adquirem constantemente novos mecanismos de
resisténcia é necessario que haja constantemente um estudo aprofundado sobre eles, assim
como dos seus reservatorios. E necessario que a comunidade seja pro-ativa e aproveite estes

conhecimentos para implementar medidas que sejam eficazes.

62
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade Ciéncias e Tecnologias da Salde



Inés Matos e Silva — Antibidticos Beta-Lactamicos e as “Superbactérias”

10.Bibliografia

Almasaudi, S. B. (2016). Acinetobacter spp. as nosocomial pathogens: Epidemiology
and resistance features. Saudi Journal of Biological.

PNV. (2016). Programa nacional de vacinacédo - Avaliacdo 2016, 2—33.

Blair, J. M. A., Webber, M. A., Baylay, A. J., Ogbolu, D. O., & Piddock, L. J. V.
(2014). Molecular mechanisms of antibiotic resistance. Nature Reviews Microbiology, 13(1),
42-51.

Brooks, A. N., & Beer, K. D. (2012). Adaptation of cells to new environments (9),
1-24.

Burmeister, A. R. (2015). Horizontal Gene Transfer: Figure 1. Evolution, Medicine,
and Public Health, 2015(1), 193-194.

Bush, K., & Jacoby, G. A. (2010). Updated functional classification of Beta-
lactamases. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 54(3), 969-976.

Cahill, S. T., Cain, R., Wang, D. Y., Lohans, C. T., Wareham, D. W., Oswin, H. P.,et
al., (2017). Cyclic boronates inhibit all classes of beta-lactamases. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 61(4).

CDC. (2013). Antibiotic resistance threats in the United States, 2013. Current, 114.

Center for Disease Dynamics Economics & Policy. (2015). The State of the world’s
antibiotics 2015. Centre for Disease Dynamics, Economics & Policy, CDDEP: Washington,
D.C, 1-84.

Chavda, K. D., Chen, L., Fouts, D. E., Sutton, G., Brinkac, L., Jenkins, S. G., et
al.,(2016). Comprehensive Genome Analysis of Carbapenemase-Producing Enterobacter spp
.. New Insights into Phylogeny , Population Structure , and Resistance Mechanisms, 7(6), 1—
16.

Chellat, M. F., Raguz, L., & Riedl, R. (2016). Targeting Antibiotic Resistance.
Angewandte Chemie - International Edition, 55(23), 6600-6626.

Cox, G., & Wright, G. D. (2013). Intrinsic antibiotic resistance: Mechanisms,
origins, challenges and solutions. International Journal of Medical Microbiology, 303(6-7),
287-292.

63

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade Ciéncias e Tecnologias da Salde



Inés Matos e Silva — Antibidticos Beta-Lactamicos e as “Superbactérias”

Daury, L., Orange, F., Taveau, J.-C., Verchere, A., Monlezun, L., Gounou, C., et al.,
(2016). Tripartite assembly of RND multidrug efflux pumps. Nature Communications, 7,
10731.

Davies, J., & Davies, D. (2010). Origins and Evolution of Antibiotic Resistance.
Microbiol. Mol. Biol. Rev., 74(3), 417-433

DGS. (2013). Programa de Prevencdo e Controlo de Infecbes e Resisténcias aos
Antimicrobianos, 5.

ECDC. (2015). European Centre for Disease Prevention and Control. Antimicrobial
resistance surveillance in Europe 2014. Annual Report of the European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network (EARS-Net). Stockholm: ECDC; 2015.

ECDC. (2016). Summary of the latest data on antibiotic resistance in the European
Union, (November).

Engelstadter, J., & Moradigaravand, D. (2013). Adaptation through genetic time
travel? Fluctuating selection can drive the evolution of bacterial transformation. Proceedings
of the Royal Society B: Biological Sciences, 281(1775).

European Union. (2016). Special Eurobarometer 445 - April 2016 “Antimicrobial
Resistance.”

Fishbain, J., & Peleg, A. Y. (2010). Treatment of Acinetobacter infections. Clinical
Infectious Diseases : An Official Publication of the Infectious Diseases Society of America,
51(1), 79-84.

Ghafourian, S., Sadeghifard, N., Soheili, S., & Sekawi, Z. (2014). Extended spectrum
beta-lactamases: Definition, classification and epidemiology. Current Issues in Molecular
Biology, 17(1), 11-22.

Golkar, Z., Bagasra, O., & Gene Pace, D. (2014). Bacteriophage therapy: A potential
solution for the antibiotic resistance crisis. Journal of Infection in Developing Countries.

Harbarth, S., Kahlmeter, G., Kluytmans, J., Mendelson, M., Hospital, G. S., Town,
C.et al.,(2017). Global priority list of antibiotic-resistant bacteria to guide research,
discovery, and development of new antibiotics.

Hiramatsu, K., Katayama, Y., Matsuo, M., Sasaki, T., Morimoto, Y., Sekiguchi, A.,
& Baba, T. (2014). Multi-drug-resistant Staphylococcus aureus and future chemotherapy.
Journal of Infection and Chemotherapy, 20(10), 593-601.

64
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade Ciéncias e Tecnologias da Salde



Inés Matos e Silva — Antibidticos Beta-Lactamicos e as “Superbactérias”

Holmes, A. H., Moore, L. S. P., Sundsfjord, A., Steinbakk, M., Regmi, S., Karkey,
A, et al,. (2016). Understanding the mechanisms and drivers of antimicrobial resistance. The
Lancet, 387(10014), 176-187.

Howard, A., Donoghue, M. O., Feeney, A., & Sleator, R. D. (2012). Acinetobacter
baumannii An emerging opportunistic pathogen, (June), 243-250.

Infarmed. (2006). Formulario Hospitalar Nacional de Medicamentos, 191-211.
retirado de http://www.infarmed.pt/formulario/formulario.pdf

Khan, H. A., Ahmad, A., & Mehboob, R. (2015). Nosocomial infections and their
control strategies. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 5(7), 509-514.

Kocsis, B., & Szab6, D. (2013). Antibiotic resistance mechanisms in
Enterobacteriaceae. Microbial Pathogens and Strategies for Combating Them: Science,
Technology and Education, 251-257.

Kong, K.-F., Scnheper, L., & Mathee, K. (2010). Beta-lactam Antibiotics: From
Antibiosis to Resistance and Bacteriology. Apmis, 118(1), 1-36.

Koraimann, G., & Wagner, M. A. (2014). ion. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology, 4(April), 1-7.

Krzowska-firych, J., Sukhadia, T., & Al-mosawi, L. K. (2014). Hospital-acquired
infections caused by antibiotic resistant bacteria Zakazenia szpitalne wywotane przez
lekooporne bakterie, (11), 783-786.

Kumar, S., & Varela, M. F. (2013). Molecular mechanisms of bacterial resistance to
antimicrobial agents. Microbial Pathogens and Strategies for Combating Them: Science,
Technology and Education, 522-534.

Lakshmi, R., Nusrin, K. S., Georgy, S. A., & Sreelakshmi, K. S. (2014). Role of Beta
Lactamases in Antibiotic Resistance: a Review. International Research Journal of Pharmacy,
5(2), 37-40.

Landers, T. F., Cohen, B., Wittum, T. E., & Larson, E. L. (2012). A review of
antibiotic use in food animals: perspective, policy, and potential. Public Health Reports
(Washington, D.C. : 1974), 127(1), 4-22.

Larson, H. J. (2013). Negotiating vaccine acceptance in an era of reluctance. Human
Vaccines and Immunotherapeutics, 9(8), 1779-1781.

Lee, C.-R,, Lee, J. H., Park, M., Park, K. S., Bae, I. K., Kim, Y. B.,et al., (2017).
Biology of Acinetobacter baumannii: Pathogenesis, Antibiotic Resistance Mechanisms, and

65
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade Ciéncias e Tecnologias da Salde



Inés Matos e Silva — Antibidticos Beta-Lactamicos e as “Superbactérias”

Prospective Treatment Options. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 7(March),
55.

Lee, C. R,, Cho, I. H., Jeong, B. C., & Lee, S. H. (2013). Strategies to minimize
antibiotic resistance. International Journal of Environmental Research and Public Health.

Li, X. Z., Plésiat, P., & Nikaido, H. (2015). The challenge of efflux-mediated
antibiotic resistance in Gram-negative bacteria. Clinical Microbiology Reviews, 28(2), 337—
418.

Magiorakos, A. P., Srinivasan, A., Carey, R. B., Carmeli, Y., Falagas, M. E., Giske,
C. G, et al,, (2012). Multidrug-resistant, extensively drug-resistant and pandrug-resistant
bacteria: An international expert proposal for interim standard definitions for acquired
resistance. Clinical Microbiology and Infection, 18(3), 268-281.

Michael, C. A., Dominey-Howes, D., & Labbate, M. (2014). The antimicrobial
resistance crisis: causes, consequences, and management. Frontiers in Public Health,
2(September), 145.

Michalopoulos, A., & Falagas, M. E. (2010). Treatment of Acinetobacter infections.
Expert Opinion on Pharmacotherapy, 11(5), 779-788.

Mulcahy, L. R., Isabella, V. M., & Lewis, K. (2013). Pseudomonas aeruginosa
Biofilms in Disease. Microbial Ecology, 68(1), 1-12.

Munita, J. M., Arias, C. A., Unit, A. R., & Santiago, A. De. (2016). Mechanisms of
Antibiotic Resistance, 4(2), 1-37.

Muschiol, S., Balaban, M., Normark, S., & Henriques-Normark, B. (2015). Uptake
of extracellular DNA: Competence induced pili in natural transformation of Streptococcus
pneumoniae. BioEssays, 37(4), 426-435.

O’Neill, J. (2014). Antimicrobial Resistance : Tackling a crisis for the health and
wealth of nations. Review on Antimicrobial Resistance, (December), 1-16.

Ohnishi, M., Golparian, D., Shimuta, K., Saika, T., Hoshina, S., lwasaku, K..et al.,
(2011). Is Neisseria gonorrhoeae Initiating a Future Era of Untreatable Gonorrhea ?: Detailed
Characterization of the First Strain with High-Level Resistance to Ceftriaxone, 55(7), 3538—
3545.

Opal, S. M. (2016). Non-antibiotic treatments for bacterial diseases in an era of

progressive antibiotic resistance. Critical Care, 20(1), 397.

66

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade Ciéncias e Tecnologias da Salde



Inés Matos e Silva — Antibidticos Beta-Lactamicos e as “Superbactérias”

Ormala, A.-M., & Jalasvuori, M. (2013). Phage therapy: Should bacterial resistance
to phages be a concern, even in the long run? Bacteriophage, 3(1), e24219.

Peres, D., Neves, I., Vieira, F., & Devesa, |. (2014). Estratégia para Controlar o
Staphylococcus Aureus Resistente a Meticilina: A Experiéncia de Cinco Anos de um
Hospital, 27(1), 67-72.

Rathera, I., Kim, B.-C., Bajpai, V. K., & Parka, Y.-H. (2017). Self-medication and
antibiotic resistance: Crisis, current challenges, and prevention. Saudi Journal of Biological
Sciences.

Reygaert, W. C. (2013). Antimicrobial resistance mechanisms of Staphylococcus
aureus, 297-305.

Roca, I., Akova, M., Baquero, F., Carlet, J., Cavaleri, M., Coenen, S., et al., (2015).
The global threat of antimicrobial resistance: Science for intervention. New Microbes and
New Infections.

Rumbo, C., Gato, E., Lopez, M., Ruiz De Alegria, C., Fernandez-Cuenca, F.,
Martinez-Martinez, L., et al., (2013). Contribution of efflux pumps, porins, and beta-
lactamases to multidrug resistance in clinical isolates of Acinetobacter baumannii.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 57(11), 5247-5257.

Ruppé, E., Woerther, P. L., & Barbier, F. (2015). Mechanisms of antimicrobial
resistance in Gram - negative bacilli. Annals of Intensive Care.

Rutherford, S. T., & Bassler, B. L. (2012). Bacterial quorum sensing: its role in
virulence and possibilities for its control. Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine,
2(11), 1-25.

Shaikh, S., Fatima, J., Shakil, S., Rizvi, S. M. D., & Kamal, M. A. (2015). Antibiotic
resistance and extended spectrum beta-lactamases: Types, epidemiology and treatment. Saudi
Journal of Biological Sciences, 22(1).

Silhavy, T., Kahne, D., & Walker, S. (2010). The bacterial cell envelope. Cold
Spring Harbor Perspectives in Biology, 2(5), 1-16.

Sun, J., Deng, Z., & Yan, A. (2014). Bacterial multidrug efflux pumps: Mechanisms,
physiology and pharmacological exploitations. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 453(2), 254-267.

67
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade Ciéncias e Tecnologias da Salde



Inés Matos e Silva — Antibidticos Beta-Lactamicos e as “Superbactérias”

Thenmozhi, S., Moorthy, K., Sureshkumar, B. T., & Suresh, M. (2014). Antibiotic
Resistance Mechanism of ESBL Producing Enterobacteriaceae in Clinical Field : A Review,
2(3), 207-226.

Tong, S. Y. C,, Davis, J. S., Eichenberger, E., Holland, T. L., & Fowler, V. G.
(2015). Staphylococcus aureus Infections: Epidemiology , Pathophysiology , Clinical
Manifestations , and Management, 28(3), 603-661.

Unemo, M. (2015). Current and future antimicrobial treatment of gonorrhoea — the
rapidly evolving Neisseria gonorrhoeae continues to challenge. BMC Infectious Diseases.

Unemo, M., & Shafer, M. (2014). Antimicrobial Resistance in Neisseria gonorrhoeae
in the 21st Century : Past , Evolution , and Future, 27(3), 587-613.

Van Boeckel, T. P., Brower, C., Gilbert, M., Grenfell, B. T., Levin, S. a, Robinson,
T. P., et al., (2015). Global trends in antimicrobial use in food animals. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, (16)

Ventola, C. L. (2015). The antibiotic resistance crisis: part 1: causes and threats. P &
T : A Peer-Reviewed Journal for Formulary Management (2015), 40(4), 277-83.

Viehman, J. A., Nguyen, M. H., & Doi, Y. (2014). Treatment options for
carbapenem-resistant and extensively drug-resistant Acinetobacter baumannii infections.
Drugs, 74(12), 1315-1333.

Vincent, J.-L., Bassetti, M., Francois, B., Karam, G., Chastre, J., Torres, A et al.,
(2016). Advances in antibiotic therapy in the critically ill. Critical Care, 20(1), 133.

VVon Wintersdorff, C. J. H., Penders, J., Van Niekerk, J. M., Mills, N. D., Majumder,
S., Van Alphen, L. B., et al., (2016a). Dissemination of antimicrobial resistance in microbial
ecosystems through horizontal gene transfer. Frontiers in Microbiology.

WHO. (2014a). Antimicrobial resistance. Bulletin of the World Health Organization,
61(3), 383-94.

WHO. (2014b). Antimicrobial resistance. Global Report on Surveillance. Bulletin of
the World Health Organization, 61(3), 383-94.

WHO. (2014c). The role of pharmacist in encouraging prudent use of antibiotics and
averting antimicrobial resistance: a review of policy and experience. World Health
Organisation, 57.

WHO. (2015). Global Action Plan on Antimicrobial Resistance. World Health
Organisation, 28.

68

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade Ciéncias e Tecnologias da Salde



Inés Matos e Silva — Antibidticos Beta-Lactamicos e as “Superbactérias”

WHO. (2016). WHO Guidelines for the Treatment of Neisseria gonorrhoeae, 50.
World Health Organization. (2015). Global action plan on antimicrobial resistance.
WHO Press, 1-28.

69

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade Ciéncias e Tecnologias da Salde



