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ABSTRACT

Na era dos antibióticos, após a utilização de diversas formas de penicilina e de β-lactâmicos as β-lactamases passaram a ser expressas em níveis mais altos mostrando assim serem extremamente adaptáveis. Nos patógenos Gram-negativos são codificados por genes localizados em plasmídeos conjugáveis ou transposons, facilitando assim, a disseminação da resistência aos β-lactâmicos de formas intra e interespecíficas. As bactérias são capazes de evolução rápida em resposta à pressão seletiva exercida pelo uso generalizado de antibióticos, e assim, as mudanças continuadas nas características das β-lactamases estão sendo identificadas e relatadas no decorrer dos anos. Tendo​ em vista esclarecer as principais beta-lactamases e suas formas de expressão e outros mecanismos de resistência a beta-lactâmicos este trabalho se propôs a uma revisão para apresentação simplificada das principais formas de resistência e seus genes responsáveis.

Keywords: β-lactamases. Gram negative. Resistance. Carbapenemase. AMP-C.


INTRODUÇÃO

Com a identificação dos microrganismos causadores de enfermidades como cólera, tuberculose e febre tifoide após a segunda metade do século XIX, pesquisas começaram a ser direcionadas para a descoberta de compostos químicos com atividade contra esses agentes. A descoberta dos fármacos antimicrobianos foi um importante marco na história da saúde permitindo a cura de muitas doenças e a conservação da vida. (MOREHEAD; SCARBROUGH, 2018).
Segundo o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC do inglês Centers for Disease Control and Prevention), a resistência bacteriana acontece quando as bactérias desenvolvem a habilidade de se defenderem dos medicamentos destinados a eliminá-las, ou seja, dos antibióticos. Quando a bactéria se torna ou já possui resistência, os antibióticos não conseguem desempenhar suas funções e a bactéria se multiplica.
A resistência antimicrobiana (AMR do inglês antimicrobial resistence) cresce mundialmente e ameaça a prevenção e a cura de infecções. Em 2016, a AMR foi responsável por 70.000 mortes e estima-se que em 2050 esta causará até 10 milhões de mortes anuais (BELLO; DINGLE, 2018).
A resistência aos antimicrobianos pode ocorrer por mecanismos genéticos através da ocorrência de: mutação de genes celulares (alteração do sítio alvo); obtenção de genes de resistência (plasmídeos, transposons, integrins); transformação de genes adquiridos, e também por mecanismos bioquímicos que atuam através de alteração do antibiótico devido a produção de enzimas como beta-lactamases e acetiltransferases, reduzir acesso ao alvo pela diminuição do número de porinas, e fluxo que são bombas que removem o antibiótico da célula bacteriana (PAULA; NOBREGA, 2014).
Esse fenômeno tem sido acelerado pelo uso inadequado dos antibióticos em contextos variados como em humanos, animais e na agricultura. Esse uso provoca uma pressão seletiva que permite a seleção de bactérias naturalmente resistentes (CAVALCANTE et al., 2016).
De acordo com Andrade e Darin (2017), os betalactâmicos são os antibióticos mais frequentemente prescritos, e possuem um mecanismo de ação, que é a inibição da síntese da parede celular bacteriana peptidoglicano por meio da sua ligação às PBP’s (do inglês Penicillin-Binding Proteins). Nessa classe de medicamento, inclui-se as penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e os carbapenêmicos.

A resistência bacteriana no caso dos β-lactâmicos em suma maioria nas bactérias Gram-negativas acontece tendo como mecanismo predominante a produção de β-lactamases, enquanto nas Gram-positivas as modificações do alvo do fármaco (as proteínas de ligação à penicilina) mostram-se o meio prevalente (MUNITA; ARIAS, 2016).
Com o elevado uso dos carbapenêmicos, surgiram os genes que codificam a enzima K. pneumoniae Carbapenemase (KPC). Essas enzimas estão entre as β-lactamases mais versáteis, pois apresentam uma ampla atividade hidrolítica, conferindo resistência a quase todos os beta-lactâmicos e aos inibidores de beta-lactamases. Hidrolisam cefalosporinas, penicilinas, monobactâmicos e os carbapenêmicos. Os inibidores de β-lactamases como tazobactam, sulbactam e ácido clavulânico - não apresentam efeito inibitório sobre as carbapenemases, restando escassas opções terapêuticas contra esses micro-organismos resistentes (TOLENTINO, 2015).

A identificação dos genes codificantes de resistência em bactérias apresenta-se como o padrão ouro para a vigilância da resistência antimicrobiana fornecendo descobertas importantes para a compreensão completa das bactérias resistentes. O sequenciamento do genoma das bactérias já é uma realidade na investigação de surtos em hospitais de referência em países desenvolvidos.
[bookmark: bookmark=id.1fob9te] Sendo assim um importante subsídio em todas as etapas de controle da resistência, desde a identificação da bactéria, e seus mecanismos de resistência até o desenvolvimento de estratégias de controle e prevenção, englobando o contexto total da resistência bacteriana. (KAHN, 2017).
A resistência bacteriana pode estar envolvida com configurações genéticas que causam mudanças nas estruturas celulares sendo assim estas precisam ser compreendidas visando o combate às bactérias resistentes (PONTES et al., 2018).

MÉTODOS (PERCURSO METODOLÓGICO)

Para a produção desta revisão sistemática sobre o tema “​Mecanismos de resistência a beta-lactâmicos: Uma revisão simplificada​”, foram utilizados livros de referência e publicações buscadas por meio das bases de dados científicas online Science Direct, PubMed e Scientific Electronic Library Online (Scielo) entre os meses de junho e outubro de 2022. Foram considerados artigos científicos em português e inglês, sendo utilizados os que foram publicados entre os anos de 2009 a 2022. A pesquisa foi baseada na lista de genes de resistência e mecanismos de resistência a beta lactâmicos encontrados na literatura atual.

As palavras-chave e operadores lógicos utilizados na busca em português foram: genes de resistência bacteriana, resistência bacteriana a beta-lactâmicos, resistência e carbapenêmicos, resistência a penicilinas, resistência a monobactâmicos e ESBL
Para a pesquisa em inglês foram usadas as seguintes palavras chaves e operadores lógicos: ​Bacterial resistance genes​, ​bacterial resistance ​e ​bacterial directional selection.

A escolha dos artigos foi feita por meio da observação primeiramente dos títulos e anos de publicação. Em havendo concordância com o que se propõe neste estudo, a leitura dos resumos foi realizada. Estando de acordo com a proposta deste trabalho a partir de abordagem genética da resistência, o artigo foi acessado na íntegra e as informações de interesse foram extraídas.
Com a leitura dos trabalhos selecionados, as informações foram organizadas e reunidas dando origem a esta revisão. Os estudos que não envolviam genes de resistência bacteriana, foram excluídos.

RESULTADOS

Mecanismos de resistência à beta-lactâmicos


Tendo em vista o crescente número de bactérias multirresistentes atuando como uma ameaça à terapia antimicrobiana eficaz e consequentemente à saúde pública, mostra-se essencial o conhecimento dos mecanismos genéticos com o objetivo de entender como as bactérias desenvolvem a resistência de modo mais completo. (PONTES et al., 2018).
A resistência bacteriana no caso dos β-lactâmicos em suma maioria nas bactérias Gram-negativas acontece tendo como mecanismo predominante a produção de β-lactamases, enquanto nas Gram-positivas as modificações do alvo do fármaco (proteínas de ligação à penicilina) mostram-se o meio prevalente (MUNITA; ARIAS, 2016).

Transferência dos genes de resistência

As bactérias transmitem e adquirem o material genético externo por meio de três mecanismos principais: a transformação, a transdução e a conjugação. Na transformação uma bactéria adquire o DNA presente no ambiente, liberado por bactérias mortas (MUNITA; ARIAS, 2016).
Entre esses mecanismos, a conjugação é o mais importante na determinação da resistência aos antibióticos e está frequentemente envolvida no ambiente hospitalar. Na conjugação há a presença dos elementos genéticos móveis como veículos de transmissão de determinantes genéticos, permitindo a transferência de DNA entre duas bactérias vivas sem que a bactéria doadora perca. Assim, quando esse processo envolve plasmídeos, no final haverá duas bactérias com o mesmo plasmídeo e as mesmas características de resistência aos antimicrobianos que foi doado (por ser durante a replicação do DNA, o material doado é uma cópia). (MUNITA; ARIAS, 2016).

Outro elemento genético móvel eficiente na disseminação dos genes de resistência são os integrons. Estes são sistemas que podem conter um ou mais genes de resistência inseridos por meio de eventos de recombinação, sendo uma estratégia de interação genética importante para a evolução bacteriana (MEDELLÍN, 2011).




Resistência enzimática

As proteínas de ligação à penicilina (PBPs) são um componente chave da montagem de peptidoglicano dentro da parede celular bacteriana. Os antibióticos β-lactâmicos, como penicilinas e cefalosporinas, ligam-se às PBPs e inibir a síntese da parede celular. O mecanismo primário usado pelas bactérias Gram-negativas para combater o efeito dos antibióticos β-lactâmicos é a produção de enzimas inativadoras conhecidas como β-lactamases, que conferem resistência aos antibióticos β-lactâmicos via hidrólise (BELLO; DINGLE, 2018).

Os genes Codificantes de β-lactamase (bla) são separados em quatro classes (de A a D) com base em um esquema de tipagem molecular chamado de classificação Ambler. Os membros das classes A, C e D utilizam serina em seus sítios ativos para a hidrólise de β-lactâmicos, enquanto que os membros da classe B pssuem uma metaloenzima dependente de íons zinco bivalentes para sua atividade. As β-Lactamases da mesma classe têm composições de aminoácidos semelhantes. (BELLO; DINGLE, 2018).
Ainda segundo Bello e Dingle em 2018 as β-lactamases das classes A, B e D de Ambler são as mais comuns nas enterobactérias enresistentes a carbapenêmicos e os genes responsáveis por sua expressão encontram-se listados no quadro1.

Beta-lactamase classe A

Os importantes membros da β-lactamases da classe Ambler A são penicilinases, beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e carbapenemases. Para os propósitos desta revisão, optamos por focar nas ESBLs e carbapenemases mais comuns. ESBLs são derivados de suas enzimas parentais (mais comumente as enzimas codificadas por TEM-1, TEM-2 e SHV-1) por substituições de aminoácidos (BUSH; JACOBY, 2010).

Beta-lactamase classe B

​Todos as enzimas membros da classe B de Ambler são carbapenemases chamadas metalo-β-lactamases, sendo o membro mais importante Nova Delhi metalo-β-lactamase-1 (NDM-1). NDM-1 foi o primeiro descrito em 2009 de um paciente sueco que foi hospitalizado na Índia e abrigou isolados de ​E. coli e ​K. pneumoniae​ produtores de NDM-1. (KUMARASAMY et al., 2010)


Beta-lactamase classe C

As β-lactamases AmpC são cefalosporinases pertencentes à classe C de Ambler, que podem ser cromossômicas ou plasmidiais. Os organismos pertencentes ao grupo “SPICE HaM” (​S. marcescens, Providencia sp., Proteus vulgaris indol-positivo, C. freundii, Enterobacter spp. e Morganella morgani ​) possuem uma forma cromossômica intrínseca indutível de AmpC. (KUMARASAMY et al., 2010)
As β-lactamases AmpC residem no espaço periplasmático e são resistentes aos inibidores da β-lactamases. Eles podem hidrolisar penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas e aztreonam (BELLO; DINGLE, 2018).

Beta-lactamase classe D

​As β-lactamases da classe D são mais compostas por membros do tipo oxacilinase (OXA), mais freqüentemente encontrada em P. aeruginosa e Acinetobacter spp. Organismos produtores de classe D mais ambíguos podem ter um fenótipo ESBL ou carbapenemase, dependendo do tipo de gene blaOXA expresso. verificou-se que os tipos anteriores de OXA conferem apenas resistência às penicilinas, mas variantes mais recentes têm se mostrado resistentes às cefalosporinas e carbapenemicos. os genes blaOXA podem ser plasmidiais ou cromossômicos e são comumente encontrados ao lado de outros genes de resistência, como como genes de resistência a aminoglicosídeos. Até hoje, mais de 140 variantes de β-lactamases do tipo OXA foram descritas (EVANS; AMYES, 2014).

Quadro 1: Genes codificantes e classes das beta-lactamases.
	Casse Ambler da enzima
	Genes
	Localização

	Classe A (penicilinase)
	Bla TEM, bla SHV
	Plasmídeo ou cromossomo

	Classe A (ESBL)
	BlaTEM, blaSHV, blaCTX-M
	Plasmídeo ou cromossomo

	Classe A (Carbapenemase)
	blaKPC, blaSME, blaNMC, blaIMI, blaGES
	Plasmídeo ou cromossomo

	Classe B (metallo-β-lactamase)
	blaNDM, blaVIM, blaIMP, blaGIM, blaSIM
	Plasmídeo

	Classe C (Cefalosporinase)
	blaCMY, blaMIR, blaMOX, blaLAT, blaFOX, blaDHA, blaACT, blaACC, blaCFE
	Plasmídeo ou cromossomo

	Classe D (ESBL ou Carbapenemase)
	blaOXA-23, OXA-24, OXA-40, OXA-48, OXA-51, OXA-58, OXA-143
	Plasmídeo ou cromossomo


Fonte: Adaptado de BELLO; DINGLE (2018).


​ Métodos não enzimáticos


Um mecanismo não enzimático, mas que está presente em sinergia com a produção de enzimas são as bombas de efluxo as quais geralmente são codificadas em plasmídeos. A bomba de efluxo envolvida é da família RND (do inglês Resistance Nodulation Division). (BELLO; DINGLE, 2018).

Outra forma de resistência é a modificação do alvo dos β-lactâmicos, ou seja, as PBP’s é um dos mecanismos de resistência não enzimáticos em Enterobacteriales. Nele, as PBP’s são alteradas para os tipos PBP2 e PBP3 a partir dos genes ftsl e penA, reduzindo a afinidade delas aos carbapenêmicos. Esses genes têm origem cromossômica sendo intrinsecamente expressos na maioria das vezes, mas, já foi identificada a transmissão destes via plasmidial de E.coli a outros membros das enterobactérias (BELLO; DINGLE, 2018).
Os genes responsáveis ​​pelas PBPs alteradas são geralmente cromossômicas e intrinsecamente expressos, mas estudos mostraram que esses genes ser transferido de E. coli através de plasmídeos para outros membros do Enterobactericeae, incluindo S. entérica
Um outro caso de resistência causado pela mudança de PBP’s é o do S. aureus que na era pré-antibiótica, pessoas acometidas por S. aureus facilmente chegavam ao óbito. Em 1942, apenas dois anos após a comercialização da penicilina, cepas de S. aureus resistentes a ela já podiam ser identificadas. O meio de resistência utilizado era a partir de uma penicilinase codificada pelo gene blaZ presente em plasmídeo. Como a taxa de resistência a esse fármaco aumentou drasticamente, seu uso nesse contexto infeccioso não é realizado (PEACOCK; PATERSON, 2015).
Para suprir isso, na década de 1960 um fármaco resistente às penicilinases chamado de meticilina foi criado. Infelizmente, pouco tempo depois de sua comercialização, cepas de S. aureus resistentes à meticilina foram detectadas, sendo conhecidas por MRSA (do inglês Methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Nesse caso, o mecanismo de resistência utilizado está associado com alterações nas PBP’s, por aspectos quantitativos ou qualitativos de ligação ao fármaco (PEACOCK; PATERSON, 2015).

Os genes envolvidos nos processos acima estão listados no quadro 2.

Quadro 2: genes envolvidos em mecanismos de resistência não enzimáticos
	Mecanismo de 
resistência
	Gene
	Local

	Bomba de efluxoRND

	acrAB, tolC adeABC mex sdeAB, sdeCDE smeABC
	Plasmídeo ou cromossomo

	Perca da função de porina
	oprD
	cromossomo


	Mutação de porinas
	omp36, porB, ompF, ompC, carO
	cromossomo


	Mudança de PBP’s
	ftsI, penA
	cromossomo




Fonte: Adaptado de BELLO; DINGLE (2018).


DISCUSSÃO

Os genes de resistência são a base das futuras estratégias de pesquisa e desenvolvimento que devem se concentrar na descoberta e desenvolvimento de novos antibióticos eficazes contra bactérias multirresistentes ou em formas para burlar ou inibir os mecanismos de resistência bacteriana.
Além disso, estes padrões de resistência já estão sendo utilizados, ainda que limitadamente, para fornecer informações mais rápidas sobre o perfil de resistência da bactéria a partir de testes para identificação da presença e expressão de tais genes.
 Esses testes atuam suplementando as informações obtidas pelos testes fenotípicos, mas ainda existem muitas limitações que impedem seu maior uso, como: custo elevado, complexidade, presença de diversidade genética entre os mecanismos de resistência, identificação específica de um gene de resistência e não seus diversos produtos de expressão e o fato de que uma mesma resistência pode ser causada por muitos genes diferentes. Tornando assim inviável a realização de tais testes corriqueiramente com o intuito de tornar mais precisos os diagnósticos. (BELLO; DINGLE, 2018)
 Além de uma melhoria nas técnicas de diagnóstico e de identificação de espécies e sensibilidade a antimicrobianos, se faz necessário o reforço continuado de conscientização do uso controlado de antimicrobianos, não somente nos hospitais, como também na comunidade, tendo em vista eu nem todos os pacientes em antibioticoterapia realizam o tratamento da forma correta, contribuindo assim para a seleção direcional de cepas resistentes aos antimicrobianos.


CONCLUSÃO

A evolução bacteriana tem como resultado o aumento no número dos genes e perfis de resistência que por sua vez condicionam que os pacientes acometidos pelas infecções por bactérias multirresistentes tenham a diminuição de alternativas e a falhas terapêuticas, se fazendo assim a elaboração de novas estratégias para diagnóstico e tratamento de pacientes.
Tendo em vista a baixa velocidade da descoberta de novos antimicrobianos e do rápido aumento nos níveis de resistência uma das alternativas para melhor utilização de antimicrobianos dentro das unidades hospitalares é a aplicação dos métodos de escalonamento e descalonamento de antibióticos que pode ser adotado pelos serviços de controle de infecção hospitalar com o intuito de tornar a terapia a mais específica para o paciente sem o uso excessivo ou indiscriminado de antibióticos que virão a gerar uma seleção das cepas resistentes.
E uma alternativa para o uso de antimicrobianos que também já foi adotado por alguns serviços privados de saúde é a criação de centros de distribuição e administração de medicamentos onde o paciente se dirige somente para a administração da terapêutica e monitoramento do tratamento levando em conta a evolução do quadro clínico.
Estudos na área de resistência a antimicrobianos e evolução dos grupos bacterianos necessitam ser realizados constantemente para que tenhamos sempre um panorama atualizado das alternativas terapêuticas disponíveis para uso em ambientes intra e extra hospitalares.
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