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INTRODUCAO

Os antibidticos e os quimioteripicos re-
presentam uma das principais aquisicbes da
ciéncia para o bem estar do homem. Entre-
tanio, quem se detém um pouco na histéria
da terapéutica por estas drogas, logo veri-
fica que muitas delas j& ndo curam mais
como costumavam curar certas infeegGes. Os
exemplos sdo miltiplos e bem conhecidos
de todos.

A razio fundamental desta modificacio
ao longo dos anos, foi o aumenio progressi-
vo do nimero de infecgbes por bactérias re-
sistentes, nio s6 a uma mas também a va-
rias drogas ao mesmo tempo. Embora sur-
presas formidiveis possam surgir, sente-se
atualmente que as perspectivas da antibiotico-
terapia vao se tornando algo sombrias. Dimi-
nuem acentuadamente as possibilidades de
descoberta de novos microrganismos produ-
tores de antibidticos que possam ser usados
em terapéutica e o niimero de baciérias re-
sistentes continua aumentando sem cessar.
Deste modo, deve ser meta de todas as clas-
ses profissionais que operam com antibiéti-
cos, em particular a médica, bem como dos

poderes piblicos, procurar prolongar a vida
atil dos antibiéticos ji em uso.

A presente atualizagio que se destina prin-
cipalmente & classe médica em geral, tem
por objetivos principais rever os mecanismos
genéticos e quimicos da resisténcia adquiri-
da pelas bactérias aos antibiéticos e quimio-
terapicos, apresentar, embora de modo par-
cial, a importincia do problema em nosso
meio, discutir as suas implicacbes clinicas e
recomendar algumas medidas que nos pare-
cem uteis a sua profilaxia. Varias razdes,
como pedidos de colegas, e o interesse des-
pertado em numerosas conferéncias ja rea-
lizadas, bem como a certeza das dificuldades:
que qualquer médico assoberbado com a sua
atividade profissional encontraria para se fa-
miliarizar com um assunto eminentemente
bacteriologico, estimularam-nos a tomar a
decisiio de prepard-la. Anima-nos também
a convicgio de que um problema somente
pode ser resolvido ou combatido se o com-
preendermos adequadamente e tivermos cons-
ciéncia de suas implicagbes indesejaveis,
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ORIGEM DA RESISTENCIA

Algumas espécies ou grupos de bactérias
sdo naturalmente resistentes a certos antibié-
ticos, como por exemplo os gram-negativos
a benzil-penicilina, os gram-positivos as po-
limixinas, as pseudomonas as cefalosporinas,
"0 bacilo da tuberculose ao cloranfenicol e
assim por diante. Em geral, esta forma de
resisténcia nde tem sido motivo de preocu-
pagdo e consequentemente pouco investiga-
da. Ao que parece ela depende, na maioria
das vezes, de uma impermeabilidade das su-
perficies externas da célula bacteriana as
drogas em questdo. Ao contriric desta forma
de resisténcia que poderia ser chamada na-
tural ou intrinseca, vem sendo motivo de

preocupagio a resisténcia adquirida, pois ¢
ela que vem limitando a utilidade dos anti-
bidticos. Conforme se pode depreender, ha
uma diferenca fundamental entre uma e ou-
tra. Enquanto na primeira a bactéria é ori-
ginalmente resistente, na segunda a resistén-
cia é uma propriedade adquirida pela bacté-
ria originalmente sensivel,

Inicialmente pensava-se que a resisténcia
adquirida era consequéncia direta do conta-
to da bactéria com o antibiético, esta ordem
de pensamento e alguns trabalhos experimen- -
tais levando a chamada teoria da adapta-
¢io (fig. 1). Entretanto, logo surgiram nu-

DROGA
®—O0 O
O ® O——0
QO ®—0—0
o0 @—0O O
O @—O O
Fig. 1 — Teoria da adaptacfo: as células bacterianas se tornam resistentes apéjs contato

com a droga.

O = células sensiveis. @,s,

Desfeito este, ocorre volta progressiva ao estado de sensibilidade.
= células com diferentes graus de resisténcia.
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merosas evidéncias que apoiavam uma outra
teoria, a teoria da mutagdo-seleciio, segun-
do a qual a aquisicdo de resisténcia era de-
corréncia de mutagGes cromossdmicas que
ocorriam espontaneamente, independente da
presenga do antibibiico. A presenca deste
tinha o tmico papel de selecionar as mutan-
tes que adquiriram resisténcia (fig. 2). Apro-
ximadamente 10 anos depois da comprova-
cdo definitiva desta teoria, investigadores ja-
poneses fizeram a notivel descoberta de que
-a resist€éncia a drogas podia decorrer da pre-
senca dentro da célula de um elemento ex-
tra-cromossémico, transportanto gens de re-
sisténeia ¢ com a faculdade de se transmi-
tir’ de. uma bactéria para outra (fig. 3).
Atualmente, a situacfio geral da origem da
resisténcia pode ser resumida da seguinte
maneira: a resisténcia bacteriana adquirida
4 droga é decorréncia priméria de uma al-

A droga interrompe a proliferacdo das sensiveis, selecionando as resistentes.
o lugar deixado pelas primeiras. Q- = célula sensivel. & =

DROGA
®
O &
Q——O ®
0-0 @®
O ®
Fig. 2 — Teoria da mutacio-selecdio: a célula bacteriana adguire resisténcia por mutacéo.

Estas ocupam
células mutantes resistentes.

teragdo do genoma da célula, de natureza
cromossémica ou extra-cromossémica. = Estas

_alteragbes conferem a célula propriedades bio-

quimicas que a tornam capaz de destruir ou
de tolerar a droga. Quanto ao. papel dos an-
tibi6ticos no fenémeno geral da resisténcia
adquirida, sabemos ser duple: o mais impor-
tante é o de destruir as bactérias sensiveis, se-
lecionando as resistentes que ocupam o vazio
deixado pelas primeiras. O outro, refere-se
ao seu contato com as bactérias ja. resisten-
tes. Em alguns casos a sua presenga estimula
o aumento da resisténcia, o que provavel-
mente conduziu alguns bacteriologistas a cria-
rem a teoria da adaptagdo.

Para completar esta  parte, chamamos a
atengio do leitor para a sinonimia atualmen-
te empregada. A resisténcia por mutaciio é
também chamada resisténcia cromossomica;
a resisténcia descoberta pelos autores japo-




RESISTENCIA BACTERIANA 5

0
)
O o%° ¢
o 60& 0((\0 X% S
&0 & &
) AN X AL
o O kK W
0((\ @*K' < (0.- (\0\
ot 6@‘ X9
%\
©

Fig. 3 - Representacdo esquematica de uma
e ao lado deste. o elemento

neses tem sido denominada resisténcia in-
fecciosa a drogas, resisténcia transferivel e
resisténcia por fatores R, nas enterobactérias.
Tanto nas enterobactérias como nos estafi-
lococos é denominada resisténcia extra-cro-
mossémica. Finalmente, em vez de adapta-
¢io, usa-se preferivelmente o termo indugio.
Na Tabela I, representamos sumariamente os

célula bacteriana, mostrando ¢ cromossomo
responsavel por resisténcia.

mecanismos da resisténcia adquirida a dro-
gas ¢ o papel desempenhado por estas.

Sendo a resisténcia extra-cromossémica
mais importante que a cromossdmica, nio sé
pela frequéncia como também devido a ou-
tras implicagGes, e também mais investigada,
trataremos dela primeiramente e depois da
cromossomica.

TABELA 1

Mecanismos da resisténcia adquirida e o papel desempenhado pelas drogas

Tipos de resisténcia | Natureza genética | Papel das drogas
CromossOmica Mutacbes Selecgao

Ext o Fatores de Selegao
Xtra-cromossomica resisténcia Indugdo
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RESISTENCIA EXTRA-CROMOSSOMICA

Embora a abordagem se torne artificial em
varios: aspectos, para fins de clareza, estuda-
remos a resisténcia extra-cromossdmica nas
enterobactérias e outros gram-negativos sepa-
radamente da mesma forma de resisténcia no
género Staphylococcus.

ENTEROBACTERIAS E OUTROS GRAM-
NEGATIVOS. FATORES R

A resisténcia extra-cromossdmica em entero-
bactérias e outros gram-negativos deve-se &
presenca- dentro da célula ou células de um
elemento genético semelhante ao cromosso-
mo da célula e correspondendo, mais ou me-
nos a 1% do tamanho do cromossomo. Como
este, é também circular e formado de DNA
bicatendrio. [Estes elementos sio frequente-
mente chamados de fatores R, o R simboli-
- zando resisténcia. Sob o ponto de vista fisico-
-funcional; podemos aceitar um fator R como
uma associagdo de um fator sexual com gens
ou determinantes’ de resisténcia (fig. 4). Gra-
¢as a esta associacdo, o gram-negativo que
alberga um fator R nfo s6 é resistente a uma
ou varias drogas, mas também capaz de doa-lo
por conjugacdo para uma outra bactéria, sem

“Fig. 4 O fator R é composto de um fator sexual

ou fator de transferéncia e determinantes ou

gens de resisténcia. Nao se conhece ainda a
funcdo de todos os gens dos fatores R,

entretanto perdé-lo, o que implica’ em um
processo especial de divisio. Uma outra ca-
racteristica muito importante dos fatores R
€ a sua autonomia, isto ¢, eles possuem equi-
pamento que garante a sua estabilidade e re-
plicagdo auténoma dentro da célula. Gracas
a isto, todas as células provenientes de uma
portadora de um fator R, recebem e mantem
uma cépia deste elemento genético. Assim
podemos dizer que os fatores R se propagam
bi-direcionalmente, isto ¢, da célula mie para
as células filhas e de uma bactéria para outra.

Analisemos as caracteristicas mais impor-
tantes de cada parte dos fatores R.

Fator sexual — esta parte do fator R é
responsavel pela sua transferéncia e a trans-
feréncia dos gens de resisténcia a ela associa-
dos, de uma bactéria para outra, por conju-
gagdo. Provavelmente é responsivel também
pela replicacio e manutencio dos fatores R.
Sabemos atualmente que os fatores R podem
transportar diferentes tipos de fatores sexuais,
mas qualquer que seja o tipo, todos codifi-
cam a sintese de uma estrutura protéica, de-
nominada fimbria sexual, que se destaca da
superficie da célula e cujas funcbes ainda
nio foram bem estabelecidas. Presume-se
porém, que as fimbrias sexuais sejam os 6r-
gos de contato entre duas células, passando
através delas os fatores R. As fimbrias se-
xuais néo devem ser confundidas com outras
modalidades de fimbrias ou com os flagelos,
presentes em muitas baciérias (fig. 5).

Determinantes de resisténcia — os deter-
minantes de resisténcia couslituem a outra
parte dos fatores R, sendo os elementos res-
ponsaveis pela resisténcia que a bactéria apre-
senta. Tém sido encontrados nos fatores' R,
determinantes de resisténcia para os sulfami-
dicos. .(Su),- estreptomicina - (E), - tetracicli-
na (T), cloranfenicol (C), kanamicina (K),
gentamicina, ampicilina, cefalosporinas, - tri-
metoprim, sais de mercirio, niquel e cobal-
to, certos fagos e radiagiio ultravioleta. Até
o momente nao se encontraram ou nio foram

descritos determinantes de resisténcia para
eritromicinas, acido nalidixico, polimixinas e

nitrofurantoinas. Um determinado fator R
pode itransporiar um ou mais determinantes
de resisténcia, mas néo foi encontrado até ago-
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Fig. 5 — Fimbrias e flagelos das bactérias: 1 — flagelos; 2 — fimbrias sexuais; 3 —
’ fimbrias comuns; 4 — cromossomo; 5 — fator sexual.

ra um fator R que transportasse ao mesmo
tempo todos os determinantes conhecidos. Em
nosso meio, o fator R que temos isolado mais
frequentemente, confere resisténcia a sulfa-
diazina, estreptomicina, tetraciclina, cloranfe-
nicol e a kana-neomicina.

Mecanismo da transferéncia — os fatores
R podem ser transferidos tanto no laboraté-
rio como no organismo animal. No laboraté-
rio, é necessirio apenas que se misture uma
cultura da bactéria portadora do fator R com
uma bactéria receptora e depois de algum
tempo se semeie a mistura em placas conten-
do meios de cultura adequados. Facilita-se
a selecio das células que receberam o fator
R, colocando-se nos meios de cultura a droga
ou drogas contra as quais a bactéria doadora
é resistente (estas .drogas impedem o cresci-

mento das células da cultura receptora que
ndo receberam o fator R) e usando-se meios
onde a cultura doadora ndo prolifere (fig. 6).
No animal o processo é semelhante, as. cul-
turas doadoras e receptoras sio administradas
ao animal por via oral, e as receptoras sic
selecionadas como descrito. A transferéncia
dos fatores R “in vivo” ji foi demonstrada
em varias espécies de animais, inclusive no
homem. A transferéncia ocorre mesmo entre
bactérias pertencentes a diferentes espécies
ou géneros,

Nio se conhecem com precisdo os detalhes
do processo ‘de transferéncia. Varios traba-
lhos experimentais sugerem, entretanto, que
se estabeleca contato entre a cultura doadora
e a receptora através da fimbria sexual, a
molécula bicatenaria do fator R se divide,
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0,1 ml
o ™
Shigella X E. coli
SuT sensivel
N—/
0,1'ml
Placa de
meio minimo
contendo Su e T.
. ~
Incubacao
Colonias de E. coli
que receberam
resisténcia a Su e T
Fig. 6 - Transferéncia de fatores R no laboratério: a cultura doadora (Shigella SuT) e

a receptora sensivel (K. coli) foram cultivadas separadamente e misturadas em um novo
caldo. Depois de algum tempo a mistura foi semeada em meio minimo contendo Su.e.T
e este incubado. Como a Shigelle ndo cresce no meio minimo e as drogas impedem o
crescimento das células da H. coli que ndo receberam resisténcia, a presenca de colonias
na placa de meio minimeo indica que houve transferéncia de resisténcia.
Su = sulfadiazina; T = tetraciclina
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Fig. 7 — Transferéncia do fator R por conjugacéio: a bactéria R positiva em presenca da

sensivel (1) une-se a ela por meio da fimbria sexual, o fator R se abre (2), e uma de suas

moléculas passa para a célula sensivel através da fimbria (3). Posteriormente forma-se em

cada célula, doadora e receptora, uma nova molécula idéntica, tornando-se completo o

fator R (4). Completado o processo, as amostras R positivas continuam sua divisdo nor-
malmente, cada célula que se forma contendo um fator R.




Bactericfago

Fafor R QO

>

'DNA do bacteriéfago l “Incubacao

, Fator R O , ’
~ Camada

~ protéica , Lise

~ incompleta ~

. ! i

NNWZ O
‘Bacteriéfago S;acftaetlg?faégo

completo O
A\ |

Fig. 8 — Transferéncia de fator R por transducdo: o bacteri6fago  adsorve-se na bactéria

e injeta o seu 4cido nucleico (1). O Aacido- nucleico injetado sofre véarios. ciclos de repli-
"cagho e se formam as camadas de proteinas. Muitas” incorporam o 4cido nucleico do fago’ -
e uma ou outra o fator R’ (2). A bactéria sofre. lise, liberando fagos completos e trans-. ;-

portando o fator R (8).. O fago. gue transporta o fator R, injeta-o numa bactéria. sensi-
vel (4), tornando-a resistente (5) - e capaz de doé-lo - a outra bactéria. A representacéo
& puramente esgqueméAtica e nem. sempre o fago transporta - um fator R completo.
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passando uma cadeia para a célula receptora
e a outra permanecendo na célula doadora.
Em seguida, cada cadeia é complementada por
uma outra idéntica, tanio na célula doadora
como na receptora e, deste modo, no final
do processo, tanto a doadora como a recepto-
ra terdo em seu citoplasma um fator R com-
pleto, isto é, uma molécula bicatenaria. Con-
forme ja mencionamos, presume-se que a
transferéncia se faz através da fimbria sexual.
Entretanto, ha a possibilidade de que a trans-
feréncia ocorra por meio de pertuitos na pa-
rede das duas células, a fimbria funcionan-
do apenas como um 6rgio de conexdo e apro-
ximaco. Podemos afirmar, porém, que bac-
térias portadoras de fatores R, cujas fimbrias
sfo. eliminadas mecanicamente, nio sfo ca-
pazes de transferir estes elementos genéticos.
A fig. 7 é uma esquematizacio do processo
de transferéncia, admitindo-se que o fator R
passe através da fimbria sexual. Conforme
j& mencionado, os fatores R nfo s6 se trans-
mitem de uma bactéria resistente para uma
sensivel, mas também se propagam nas pro-
genies que se originam da célula portadora.

Além da transmissdo por conjugacdo, os
fatores R podem ser também transmitidos en-
tre diferentes espécies de bactérias, por meio
de bacteriéfagos, por um processo chamado
de transdugfo (fig. 8). Os bacteriéfagos sdo
virus capazes de infectar e destruir bactérias,
Todos apresentam um cerne constituido de
acido nucleico, envolto por uma camada de
proteina. A capacidade do bacteriéfago em
se fixar na superficie da bactéria é dada pela
sua camada de proteina. Uma vez fixado na
superficie da bactéria, o bacteridfago injeta
o seu acido nucleico no citoplasma da célula,
tendo inicio entdo a sintese das partes que
formar@io o novo virus, isto €, acido nucleico
e camada proteica.

Durante o processo de incorporagio do 4ci-
do nucleico, pela camada proteica, pode ocor-
rer um erro de reconhecimento, uma das ca-
madas proteicas incorporando o fator R em
vez do seu proprio acido nucleico. Este virus
defeituoso é depois liberado da célula, estando
entdo em condigdes de se fixar numa outra
bactéria, introduzindo nesta, o fator R. A
bactéria que recebe o fator R passa portan-
to a ser resistente. A transducdo dos fatores
R tem sido demonstrada s6 experimentalmen-
te, mas ndo ha razbes para se supor que nao
ocorra em condighes naturais, A sua impor-
tincia porém, na disseminagdo dos fatores R
ainda nado pode ser avaliada. Acredita-se que
a conjugacde seja 0 mecanismo mais operan-
te em condighes naturais. Entretanto, vere-
mos em seguida que a transdugdo é um im-

portante mecanismo ‘de transmissio de ele-
mentos semelhantes aos fatores R em bacté-
rias que ndo possuem sexo.

Mecanismos quimicos da - resisténcia de-
terminada pelos fatoress R — Vimos. ante-
riormente as drogas contra as quais os fa-
tores: R determinam resisténcia. Obviamente,
a resisténcia a estas drogas é consequéncia
da aquisi¢io pela. célula de novas proprie-
dades codificadas pelos determinantes de re-
sisténcia dos fatores R. Do mesmo modo que
os fatores sexuais determinam caracteristicas
sexuais, os determinantes de resisténcia de-
terminam resisténcia a drogas e -a outras
substancias. :

Resisténcia & sulfadiazina — Embora
a resisténcia mediada pelos fatores R a sulfa-
diazina tenha sido uma das primeirasdescri-
tas, € a que tem mecanismo bioquimico me-
nos compreendido, talvez por falta de inves-

tigagio, Os poucos trabalhos realizados su.

gerem que - os determinantes de resisténcia
tornem a célula impermedvel. Deve ser sa.
lientado, porém, que as observacdes que le-
varam a esta conclusdo, sio limitadas a um
tinico fator R e ainda ndo foram confirma-
das. Por outro lado, certas possibilidades,

come inativagdo ou alteragies das enzimas -

responsaveis pela sintese de folato, ndo fo-
ram rigorosamente excluidas. Aparentemen- -
te a resisténcia & sulfadiazina é comum aos
demais sulfamidicos.

Resisténcia a estreptomicina, kana-
micina, neomicina e gentamicinas — A
resisténcia determinada pelos fatores R aos
aminoglucosideos decorre da predugéo de en-

Fig. 9 — Estrutura da estreptomicina. A hidro-

xila 3 da l-glucosamina (seta) é modificada por -

adenilacdo ou fosforilacio ~enzimética.




- codificam uma ou outra enzima.
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Fig. 10 — Estrutura das kanamicinas. A seta o indica o grupo aminico das kanardicinas

A e B que s8o acetilados e a seta b ¢ grupo hidroxila que é fosforilado.

~zimag que os modificam, tornando-os inati-
¥os; na maioria das vezes. A estreptomicina
pode ser inativada por duas enzimas, que
- pansferem respectivamente o fosfato termi-
nal ou o residuo de monofosfato da adeno-
sina do ATP para a hidroxila 3 da l-glucosa-
mina da estreptomicina (fig. 9). Os compos-
_.tos de fosfato que se formam sio completa-
“mente inativos e aparentemente ndo se fixam
no sitio de acdo da droga ao nivel do ri-

. bossomo ‘celular. A resisténcia & estreptomi-

cina é comum a di-hidroestreptomicina e
todos os -fatores R examinados até agora,
Do mesmo
modo que a resisténcia a estreptomicina, a
resisténcia & kanamicina é também determi-
nada por 2 enzimas, uma que acetila o gru-
po aminico 6 da D-glucosamina e outra que
fosforila a hidroxila 3 do mesmo anel (fig.
-10).  Os fatores R codificam uma ou outra
- enzima, sendo mais comum os que gover-
nam a formagio da fosfotransferase, que tam-
'bém “inativa a neomicina. Por esta razdo,
quase sempre uma bactéria resistente a ka-
namicina o é também a neomicina. A resis-
téncia por fatores R & gentamicina é uma
descoberta recente, decorrendo também de
sua inativacdo. Os fatores R até agora des-
~critos nas enterobactérias governam a for-
~'mago de uma enzima que adenila nfo sb
a gentamicina, mas também a tobramicina e
a’' kanamicina (fig. 1I). Em Pseudomonas
 aeruginose, a enzima formada pelo fator R,

inativa a gentamicina por acetilagdo. FEsta
enzima apresenta pouca afinidade para os
demais aminoglucosideos.

Resisténcia a tetraciclina - — A resis-
téncia a este antibidtico parece ser devida a
uma alteragio da permeabilidade da célula.
Estudos realizados com tetraciclina radioati-
va demonstram que a bactéria sensivel (sem
fator R) acumula ativamente a droga, ndo
acontecendo o mesmo -com as portadoras. de
fatores R. Recentemente foi descoberto que
a resisténcia & tetraciclina nestas bactérias
¢é induzivel' (ver mais adiante), este fato su-
gerindo que o fator R governa a sintese de
um inibidor induzivel da entrada da droga
na célula, A resisténcia a tetraciclina é co-
num dos antibiéticos da mesma familia.

Resisténcia ao cloranfenicol — O me-
canismo da resisténcia a este antibiético foi
elucidado pela demonstracio de que um ex-
trato-de- uma bactéria portadora de um: fator
R era capaz de transformé-lo em um pro-
duto inativo, em presenga da acetil-coenzi-
ma A. Posteriormente, demonstrou-se que a
enzima responsivel era uma acetil-transfe-
rase que acetilando o cloranfenicol (fig. 12)
transforma-o em uma mistura de 3 acetoxi-
cloranfenicol e 1,3 diacetoxicloranfenicol,
produtos completamente inativos como anti-
biéticos. Muitos anélogos de- cloranfenicol
tém sido investigados; mas somente alguns sdo
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Fig. 11 — Estrutura das gentamicinas. Embora o sitio de inativacdo das gentamicinas C -

por adenilacio ainda ndo seja conhecido, a auséncia de hidroxilas na purporosamina sugere

que -a adenilacdo ocorra na desoxiestreptamina ou garosamina.

A seta ‘A indica o.grupo

aminico das gentamicinas Cn e C» que ¢é acetilado enzimaticamente,

inativados pela acetil-transferase. Portanto en-
tre estes, ha resisténcia cruzada. -

Resisténcia as penicilinas e cefalos-
porinas — Embora as relagdes entre beta-
lactamases (penicilinases e cefalosporinases)

o
i
H NHC (H:/C'
/ \ o
O, N C ‘CHz
H OH

e

Fig. 12 - Estrutura do cloranfenicol. As setas
indicam - as hidroxilas que sdo acetiladas pela
acetil-transferase. - : ‘

e resisténcia a estas drogas nas enterobacté-
rias portadoras de fatores R ainda nfo este-
jam bem esclarecidas, parece ndo haver di-
vidas quanto ao importante papel destas en-
zimas. Todas atuam abrindo o anel-betalac-
tamico das penicilinas e cefalosporinas (fig.
13) e transformando-ds em produtos inati-

N
CH : C .

o
z
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Fig. 18 — Estrutura da penicilina. A seta lndica
.0 local de hidrolise do anel beta-lactamico pelas
‘beta-lactamases.




LK RO, ou

14 k ) TRABULSI;, 'L, R,

TABELA 11

Frequéncia da reslsténcia transferivel em  amostras de Shigella 1soladas em
S&o Paulo. entre 1963 e 1968,

Modelo de resisténcia | N.° amostras Presengfaniie:ﬁlsellstenma
N.° %
Su E-T CK 37 37 100.0
SUETC 19 17 88.5
SUuETK 6 6 ~ 100.0
SuTCK 1 1 100.0
Su-&-T 15 13 84.0
Su E 62 13 20.9
SuT 9 8 88.8
Su K 1 0 ‘ 0.0
Su 58 7 12.0
E 1 0 0.0
fotal 209 102 48.8

Su = sulfadiazina; E = estreptomicina; T = tetraciclina;

C. .= cloranfenicol;

-~ vos. Séo conhecidos varios tipos de betalacta-
“mases quanto a uma série. de propriedades;
inclusive espectro de agdo. Aparentemente a
mais comum das betalactamases é capaz de
" hidrolisar: tanto as penicilinas como’ as ce-
falosporinas, Outras  menos  frequentes, sio
‘mais ativas contra as penicilinas ou as cefa-
~losporinas. Embora seja comum a resistén-
cia' cruzada, entre as cefalosporinas, devemos
‘mnotar que algumas delas sfo mais resistentes
que outras a acdo das cefalosporinases,

O mecanismo- da resisténcia  conferida. pe-
~los fatores’ R a outras substancias, virus. e
radiagﬁes ndo é bem conhecido.

Importancuz dos’ fatores. R na  resistén-
. cla a drogas em  nosso meio — A im-
- portancia dos fatores R na resisténcia a dro-
. gas- de Shigella  verificada inicialmente  no
Japdo, foi em seguida confirmada: para ou-

. tros gram-negativos, ' principalmente ~Salmo-

nella e E. coli, na Inglaterra, Alemanha, va-
rios paises da Europa Oriental, Estados Uni-
dos e outros. Atualmente, a vasta literatura
_ existente indica que estes elementos genéti-
cos tem importancia universal. No Brasil, al-
gumas observagdes preliminares em 1964 so-
~ bre a presenga de-fatores R em culturas de

Shize ella e E cobi
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patogé-
nica, reahzadas por Maria Regina-Fernandes
- .de Toledo e nos, deixaram-nos com a impres-
~ sdo de que os fatores R eram causa frequente
~ de resisténcia a sulfadiazina e a vérios anti-
bigticos. Por esta razdo, resolvemos ampliar
- 0s8:nossosestudos, Juntamente com Maria Re-
- gina Fernandes de Toledo e Maria: Flisa Zu-

enter

K = kanamicina.

liani, pesquisamos fatores R inicialmente em
209 amostras de Shigella, isoladas entre 1962
e 1968.

Estas amostras' eram: resistentes a uma ou =
mais das seguintes drogas: sulfadiazina, es-
treptomicina, tetraciclina, cloranfenicol e ka-
namicina. Foram encontrados fatores R em
102 amostras (48,8%) das 209 examinadas.
Entretanto, estes resultados adquirem. outro
significado se considerarmos a frequéncia de
fatores em cada tipo de amostra’ investigada
(Tabela 11). Com. excecdo das amostras re-
sistentes somente a sulfadiazina ou a sulfa~"
diazina ¢ esirepiomicina’ e umas poucas. ou-
tras, foram  encontrados’ fatores R em 84 a
100% das demais. Considerando .que as:ob-
servagdes existentes na literatura sobre a fre-
quéncia de fatores R nas enterobactérias eram.
fragmentadas, pois incluiam apenas alguns
géneros da familia, notadamente os entero-
patogénicos, - resolvemos - mais - recentemente;
juntamente. com. - Didgenes ~Santiago Santos,
pesquisar fatores R em amostras de todos os
grupos ou géneros, pois varias razbes suge-

riam. que os resultados: conhecidos” ndo pode=
riam ser extendidos a todas as enierobacié-
rias, sem uma’ comprovacdo prévia. Por ou-
tro- lado, era necessirio se conliecer a parti-
cipagio dos fatores R na resisténcia destes
germes aos diferentes tipos de. agentes’ te-

-rapéuticos.-Com: a finalidade de alcangar es- -

tes objetivos, incluimos no estudo 314 amos-
tras de todos os géneros da familia Enterobac-
terigceae, selecionadas de aproximadamente
1.500  amostras, cujos. niveis de  resisiéncia
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TABELA II1

Frequéncia de resisténcia transferivel a véarias drogas em 243
amostras de bactérias da familia Enterobacteriaceae, excluindoc-se
. 0s grupos Proteus e Providencia.

DROGAS Ne DE Tﬁéﬁéf}“ i %

) o

AMOSTRAS | RENCIA

SULFADIAZINA 210 142 66.7
ESTREPTOMICINA 128 85 66.4
TETRACICLINA 130 87 66.9
CLORANFENICOL 130 78 60.0
KANAMICINA 125 80 64.0
HETACILINA 87 54 62.0
CEFALOTINA 56 39 69.6
GENTAMICINA 1 — _
POLIMIXINA B 14 _ _
AC. NALIDIXICO 2 — _

haviam sido determinados previamente a sul-
fadiazina, estreptomicina, tetraciclina, cloran.
fenicol, kanamicina, ampicilina, cefalotina,
gentamicina, 4cido nalidixico e polimixina.
~As 314 "amostras incluiam representantes de
todos os tipos de amostras resistentes encon-
tradas, A anéalise dos resultados mostrou de
inicio uma acentuada diferenca de compor-
tamento entre Proteus e Providencia de um
lado e os demais grupos do outro. Enquanto
somente 7% das amostras dos dois primeiros
grupos eram portadoras de fatores R, estes
elementos foram encontrados em 73,6% das
amostras dos demais géneros, considerados em
conjunto. Com relagdo a estes, praticamente
ndo houve diferenga quanto a frequéncia de
fatores R nos enteropatogénicos e nao-ente-
ropatogénicos, Apresenlamos na Tabela 111
a frequéncia de fatores R de acordo com a
droga, em todos os géneros, com excegio de
Proteus e Providencia. Tomando-se em con-
junto os resultados de nossa experiéncia, con-
clui-se que os fatores R séio extremamente
importantes como causa de resisténcia para
.a sulfadiazina, estreptomicina, tetraciclina,
cloranfenicol, kanamicina, ampicilina e cefa-
lotina, em particular quando a resisténcia é
miiltipla, conforme vimos em Shigella. O
comportamento especial e diferente das amos-
tras de Proteus e Providencia (71 ao todo)
encontra-se em investigacdo. Conforme vere-
mos em seguida, estes resultados podem néo
refletir a situagio real da participagdo dos
fatores R na resisténcia a drogas dos germes

investigados, devido a possibilidade da exis-
téncia de fatores R ndo transmissiveis por
conjugacgo, os quais ndo foram excluidos.no’
trabalho relatado. Ndo temos experiéncia com
outras bactérias gram-negativas e desconhe-
cemos trabalhos procurando avaliar o papel
dos fatores R na sua resisténcia. A frequén-
cia de fatores R nao é um problema estatico;
pois depende em larga escala do uso dos an-
tibiéticos, Vimos que nfo encontramos fato-
res R para a gentamicina, embora j& tenham
sido descritos em outros paises. E possivel
que j& existam entre nds, em amostras mais
recentes, Também ndo incluimos em nosso
trabalho a pesquisa de fatores R para as fu-
roxonas e trimetoprim, Embora ndo se tenha
descrito fatores R para as primeiras drogas,
foi verificado recentemente que estes elemen-
tos sdos frequentemente responsiveis por resis-
téncia a segunda. Quanto ao acido nalidixico -

e polimixina, os dados obtidos por nés con-

firmam os da literatura.

Fatores R ndo transmissiveis por conjuga-
¢do — Varios trabalhos sobre a natureza
molecular e replicagio dos fatores R, que
ndo poderiam ser revistos neste artigo, com-
provam que o fator sexual dos .fatores R
pode se dissociar dos determinantes de resis-
téncia, as duas partes, isto é, fator sexual e
determinantes de resisténcia, passando a fun-
cionar como elementos auténomos, O fator
sexual, mantém suas propriedades de replica-
¢do e transmissdo, como qualquer outro fator
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sexual mas, os determinantes de resisténcia,
embora mantendo a capacidade de replicagdo
e de propagacfio para as células da progenie,
perdeni a habiliddade. de se: transmitir para
outra bactéria. Outras. alteragbes dos- fato-
res R também podem torna-los intransmissi-
veis. Qualquer que seja o mecanismo,  tem
havido " referéncias na  literatura sobre o en-
contro -de” fatores R ndo' transmissiveis, mas
a importancia destes elementos na resistén-
cia a drogas de bactérias: isoladas de rotina,
ndo foi ainda ‘avaliada. Estudos iniciais em
nossos’ laboratérios, em realizagio por Maria
‘de Lourdes Monteiro da” Silva, sugerem que
os fatores R ndo transmissiveis sdo impor-
tantes como causa de resisténcia a drogas. O
mesmo fato é sugerido pelos™ resultados do
trabalho realizado com  Diégenes Santiago
Santos pois, conforme veremos em seguida,
“as mutacbes dificilmente poderiam explicar
a frequente resisténcia simultidnea’ para va-
rias: drogas ‘em muitas das bactérias investi-
gadas. O estudo dos fatores R nfio transmis-
siveis por conjugacio representa importancia
pratica ndo sé porque sio causa de resistén-
cla. mas também porque podem readquirir a
capacidade de transmissibilidade. Para isto,
basta entrarem em contato com fatores se-
xuais apropriados, os quais sfo bastante fre-
quentes nas enterobactérias. Uma: recombi-
nac¢do entre o fator sexual e os determinantes
de resisténcia levaria & formagio de um fa-
 tor :R completo. Além disto, poderiam’ ser
~transmitidos por transdugdo.

Origem dos fatores R — Esta é uma ques-
tAo importante e interéssante, para a qual nio
se-tem’ ainda’ uma resposta. A hipdtese mais
provavel é a de que os fatores R se formaram

“pela incorporacio de gens cromossémicos de
resisténcia’ por determinados tipos de fatores
sexuais. Esta hipotese vem recebendo suporte
ultimamente. Ji foi verificado que a intro-
ducio de um fator sexual em uma bactéria
portadora’ de resisténcia cromossOmica, resul-
fou na formacdo de um fater R. Por ouiro
lado, vem. aumentando o nitmero de observa-
¢oes sobre a presenca de gens cromossémicos
capazes de governar a formacfo de enzimas
semelhantes as codificadas  por certos’ fato-
‘res+ R ~ ®

GENERO STAPHYLOCOCCUS

A verificagio de que a produgio de peni-
cilinase e a resisténcia & penicilina eram
- perdidas simultaneamente e a ndo obtencao
de. mutantes produtoras de penicilinase ém
amostras: de . Staphylococcus aureus, permiti-
“ram a hipétese logo confirmada de que os gens

determinantes de penicilinase eram localiza-
dos: em -elementos extra-cromossémicos, de-
nominados  plasmideos, :

Foi demonstrado em seguida que os plas-
mideos do Staphylococcus aureus bem como
do Staphylococcus epidermidis podiam confe-
rir resisténcia ndo s6 a penicilina, mas tam-
bém a outros antibigticos.

Os plasmideos dos estafilococos sdo seme-
lhantes aos fatores R ndo transmissiveis por
conjugagdo. Sdo elementos genéticos dotados
de equipamento para replicacdo autdnoma,
mas somente se transmitem por transducao.
Varios trabalhos demonstram que a transdu-
¢do é um mecanismo de transferéncia efe=
tivo tanto no laboratério como em condigGes
naturais. Assim, é através da transducdo’ que
a. resisténcia’ extra-cromossdémica se” dissemi-
na entre as amostras  de estafilococos.

Os mecanismos quimicos da resisténcia de-
terminada por plasmideos sdo semelhantes
aos descritos para os fatores R, mas algumas
diferengas sio dignas de nota,

Resisténcia as penicilinas — A resis-
téncia a penicilina de amostras de Staphylo-
coccys aureus. encontradas em condicdes na-
turais é sempre devida a produgdo de pe-
nicilinase, a qual, como ji vimos, é gover-
nada’ por-um - plasmideo. -

Embora as penicilinases dos estafilococos
sejam extremamente ativas contra a benzil-
penicilina, fenoximetilpenicilina,  fenoxietil-
penicilina e ampicilina, hidrolisam muito pou-
co ou ndo hidrolisam as cefalosporinas, me-
ticilina e penicilinas - semi-sintéticas relacio-
nadas. A resisténcia do S. aureus 3 meticili-
na, importante sob o ponto. de vista pratico,
€ extremamente confusa quanto aos seus as-
pectos genéticos e bioguimicos.

Resisténcia a tetraciclina — Os traba-
thos realizados sugerem uma incapacidade da
célula. resistente em- concentrar esta  substan-
cia, embora a possibilidade de enzimas ina-
tivantes. nio tenha' sido definitivamente : ex-
cluida. ' :

Resisténcia ao cloranfenicol . — Como

nas.enterobactérias. portadoras .de fatores R;

deve-se’ também’ a' producio’ de uma  acetil:
transferase que inativa o cloranfenicol por
acetilacio. :

Resisténcia a eritromicina — Os me- -
canismos quimicos de resisténcia & eritromi-
cina e antibiéticos do mesmo grupo ainda sfo
desconhecidos. Alguns trabalhos sugerem re-
dugdo da permeabilidade da. célula e outros
menor capacidade de fixacdo nos ribossomos
das células resistentes. :
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Conforme ja vimos, esta modalidade de
resisténcia é consequéncia de mutagbes cro-
mossdmicas que ocorrem espontineamente em
qualquer bactéria, durante o processo de
divisdo celular. A rigor, todas as bactérias,
patogénicas ou ndo, podem tornar-se resis-
tentes por mutacio a qualquer um dos anti-
microbianos. Entretanto, a experiéncia mos-
tra que algumas mutantes resistentes para
certas drogas sdo obtidas com mais facilida-
de do que outras, e os niveis de resisténcia
adquiridos por estas mutantes dependem em
grande parte da droga. Aceita-se, classica-
mente, que uma Unica mutacio pode confe-
rir_baixos ou elevados niveis de resisténcia a
uma célula, Embora seja da opinido que este
conceito ndo possa ser generalizado para to-
das as bactérias e drogas, tem-se admitido ¢
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realmente a comprovagio é facil, que ‘uma -

finica mutacio determina elevados niveis de
resisténcia para a estreptomicina, Acido na-
lidixico, novobiocina e outrosantimicrobia-
nos. Em se tratando das penicilinas, tetra- .
ciclinas, cloranfenicol e eventualmente de ou-
tros antibidticos, os niveis de resisténcia sdo
geralmente baixos. Enquanto para as primei-
ras drogas estes niveis sdo da ordem de 100
a 1.000 pg/ml, para as segundas ndo costu-
mam ultrapassar 3 a 5 pg/ml (Fig. 14). Dis-
to se conclui que para as bactérias se torna-
rem altamente resistentes aos ultimos  anti-
bi6ticos sdo necessirias varias mutagdes con-
secutivas na mesma célula. A frequéncia com
que uma determinada bactéria adquire resis-
téncia a um antimicrobiano especifico, pode
ser calculada pela sua taxa de mutagdo. De-

curva tipo estreptomicina

curva tipo penicilina
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Fig. 14 — Relaclo entre o no. de mutacbes e niveis de resisténcia.
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fine-se taxa de mutaciio como a probabilida-
de de uma mutacfo por bactéria em deter-
minado tempo, geralmente o tempo de gera-
¢do. A taxa de mutagdo pode ser facilmente
calculada no laboratério e tem sido calcula-
da em varias espécies bacterianas para de-
terminadas drogas. De modo geral, estas ta-
xas oscilam entre 1 X 10°% a 1 X 10-'°,
nio diferindo acentuadamente das taxas de
mutagio para outras propriedades. E impor-
tante compreender-se que se a taxa de mu-
taglo para uma droga é de 1 X 10-%, a taxa
para duas drogas ndo relacionadas, seria de
1 X 10® X 1 X 10°% ou 1 X 10-*%, pois
a resisténcia simultdnea para duas drogas em
uma s6 célula, exige a ocorréncia de duas
mutacGes em pontos separados do cromosso-
mo. Em termos mais simples, tal calculo sig-
nifica que existe a probabilidade de ocorre-
rem mutantes resistentes para uma droga em
populagbes de 10° células e para duas dvo-
gas em populagBes de 10'% células. O mesmo
raciocinio é véalido para as mutagGes conferin-
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do baixos niveis de resisténcia a drogas como
a penicilina e outras. Enquanto a taxa indica
a probabilidade de ocorréncia, a frequéncia de
mutantes é simplesmente a propor¢do de mu-
tantes com relacio ao niimero total de células
n.° de mutantes

de uma populagdo, isto é - ,
popuiag * n.° total de células

Veremos em seguida que tais conceitos sdo
importantes em terapéutica e também na pro-
filaxia da resisténcia a drogas.

A resisténcia cromossGmica é tarubém trans-
ferivel de uma bactéria para outra. Este {ato
tem- sido demonstrado no laboratério e ha
razOes para se supor que ocorra em condigdes
naturais, embora nio se tenha a menor idéia
sobre a magnitude do problema. Fragmentos
do cromossomo de uma bactéria podem ser
incorporados pelo cromossomo de outra, con-
ferindo a esta novas propriedades, inclusive
resisténeia 4 drogas. Tais fragmentos podem
chegar a célula hospedeira por meio de trans:
formagdo, transduglo e conjugagdo. Ja vimos
o que é transdugfio. No caso do fator R ou

\“ku
S
j,

«
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1 2
Fig. 15 - Representaciio esquemética da transformacdo bacteriana: uma célula bacteriana

sofre lise experimental ou natural,

liberando fragmentos do seu cromossomo

(1). Um

destes. fragmentos pode ser incorporado por uma outra célula e se recombinar com o seu
cromossomo  (2). Esta adguire entfo, caracteristicas da primeira,

Fator F integrado

no .cromossomo

(E)+H( D)= (D)D)

Hfr F-
/ e “ e AN AN
N Ve
1 2 3 N
Fig:16 —= Representacéo esquemaética da  transferéncia de fragmentos de cromossomo por
conjugacdo: uma célula Hir (célula com o fator F integrado no cromossomo) encontra

uma F— (1), as duas entrando em conjugacfo. Durante a conjugaciio, 0 cromossomo da
célula Hfr abre-se e comeca a passar para a célula F- (2). O fragmento recebido pela
célula F- recombina-se com o seu cromossomo (3), esta adquirindo propriedades da primeira.



Diferencas entre resisténcia extra-cromossémica e cromossémica
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TABELA 1V

Caracteristicas

Resisténcia

Extra-cromossdmica -

CromossOmica

Natureza genética

Transferéncia
“in vivo”

N.° de drogas afetadas
simultaneamente

fatores R, plasmideos
frequente

geralmente

vérias

gram-negativos

mutacées

ndo- avaliada, prova-
velmente rara

geralmente uma

gram-negativos, gram-
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Distribuicao

especialmente
enterobactérias e
Staphylococcus aureus

positivos € micobac-
térias.

Determinacgéo de
caracterlsticas in-

desejaveis para a discutivel

bactéria

Niveis Geralmente
altos

frequente

- Altos para algumas
drogas. Baixos
para outras.

plasmideo, a camada proteica do bacteris-
fago incorpora esies elementos. Na transdu-
¢do do cromossomo, ela incorpora fragmen-
tos deste. A transformagio consiste simples-
mente na incorporagio pela célula de frag-
mentos do cromossomo que chegam ao seu
habitat (fig. 15). Quanto a conjugagdo, o
processo é semelhante ao descrito para os fa-

tores R, pois depende da presenca na célula

de um fator sexual, chamado F. O fator F,
pode existir em 2 estados, auténomo e inte-
grado ao cromossomo. Tanto em um caso
como no outro ele promove conjugagio. En-
iretanto, quanto incorporade no cromossomo
(célula Hfr), ele promove a sua transferén-
cia, a extensdo do fragmento transferido de-
pendendo do tempo de contato entre as duas
células (fig. 16). Conforme j4 mencionamos,
ndo conhecemos a importincia destes meca-
nismos na disseminacio da resisténcia cro-
mossomica em condigdes naturais, Por outro
lado, estes processos sdo limitados a determi-
nadas espécies de bactérias, nio podendo
portanto, serem aceitos como mecanismos ge-
rais de transmissdo de resisténcia em todas
as bactérias.

Os mecanismos quimicos da resisténcia por
mutagdo sdo pobremente conhecidos e s6 ago--
ra comegam a ser elucidados. Para a estrepto-
micina e provavelmente outros aminoglicosi-
deos, a resisténcia é consequéncia de altera-
¢bes em uma proteina ribossdmica com a qual
estes antibifticos se combinam, levando a
bactéria & morte. Quando a célula sofre mu-
tagdo, esta proteina altera a sua configura-
¢do, ndo mais se combinando com a estrepto- .
micina, deixando-a portanto sem um sitio de
acdo. E interessante notar que esta proteina
pode se alterar de tal modo em consequéncia
de mutacGes que somente pode desempenhar
suas funcSes quando combinada com a es-
treptomicina. Isto explica a dependéncia que
certas mutantes apresentam a estreptomicina.
Outros mecanismos, inclusive alteragdo da per-
meabilidade celular e mesmo a produgio de
enzimas inativantes tém sido descritos. Sen-
do o assunto extensamente desconhecido e em
muitas dreas controvertido, ndo se presta para
uma apresentacio didatica.

Embora as mutagbes sejam um recurso
para as bactérias se defenderem dos efeitos
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toxicos dos antibiticos, ndo raramente elas
imprimem propriedades desvantajosas a cé-
lula, Existem varios trabalhos demonstrando
redugio da capacidade de crescimento e da
viruléncia de mutantes resistentes para va-
rias drogas. Em nosso laboratério, juntamen-
te com Darcy Aoki, investigamos o cresci-
mento de’ mutantes de E. coli resistentes a
sulfadiazina, estreptomicina, tetraciclina, clo-
ranfenicol, kanamicina e acido  nalidixico,
~ obtidas “in vitro”, a partir de uma amostra
de E. coli 0111: B4; H2.

Com " exce¢io das’ mutantes 'resistentes- ao
icido nalidixico, sulfadiazina e a algumas
outras drogas, todas apresentaram redugdo da
capacidade de crescimento, Mais recentemen-
te, investigamos a viruléncia para o olho de
cobaio de mutantes de Shigella resistentes a

varios tipos de drogas, observando  diminui-

"¢dio ou perda da viruléncia na maioria. Es-

tas alteragbes que a bactéria sofre em conse-
quéncia de mutagbes para resisténcia, podem
explicar a raridade do' encontro na natureza

_de mutantes resistentes a certas drogas. Ja

é classico o exemplo das mutantes de S.
aureus resistentes 3 penicilina. Embora’ pos-
sam ser selecionados “in- vitro”, nunca sdo-
isolados de casos de infecgdo. Todo estafilo-
coco resistente a penicilina encontrado na a
natureza, deve sua resisténcia a producdo de
penicilinase, uma enzima cuja produgdo &
governada por um plasmideo, conforme ja
foi visto.

Apresentamos na Tabele IV algumas di-
ferencas entre a resisténcia extra-cromossd-
mica e cromossdmica. :
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PAPEL DO ANTIBIOTICO

Vimos no inicio deste capitulo que a re-
sisténcia adquirida decorre de uma altera-
¢do do genoma da bactéria e que o antibi6-
tico nada tem a haver com esta alteracio.
Ele simplesmente seleciona as células que se
alteram geneticamente. Vimos também que
em alguns casos, o antibiético atua como in-
dutor de enzimas de bactérias geneticamente
resistentes. Enquanto o primeiro papel apre-
senta repercussdes profundas e amplas no fe-
nomeno geral da resisténcia A drogas, o se-
gundo é de caracteristicas limitadas,

O -antibistico como agente seletor — Po-
de-se provar de varias maneiras que o -anti-
bidtico ndo imprime a célula as alteracbes
genéticas que levam a resisténcia. No caso
da resisténcia por fatores R e plasmideos, a
prova é extremamente simples pois podemos
transmitir a resisténcia de uma bactéria para
‘outra, na auséncia de qualquer antibiético.
~ Poder-se-ia argumentar que os primeiros fa-
tores' R tenham sido consequéncia direta da
acdo dos antibidticos. Esta hipétese foi anu-
lada quando se demonstrou que bactérias
isoladas antes do advento destas drogas ja
eram portadores de fatores R. Quanto a re-
sisténcia por mutagio, as demonstragbes ini-
ciais da ndo interferéncia dos antibiéticos
foram obtidas experimentalmente. De todos
o0s métodos, o mais elegante e direto é o das
placas replicadas (fig. 17). Consiste no se-
guinte: estira-se um pedaco de veludo com
~as felpas para cima em um bloco cilindrico
de ‘madeira ou metal, de didmetro discreta-
mente inferior ao de uma placa de Petri.
Uma placa de Petri, densamente semeada
com a bactéria que se deseja estudar é entdo
invertida e sua superficie levemente pressio-
nada contra o veludo. Ao se fazer isto se deixa
nas milhares de felpas do veludo bactérias
de toda a superficie da placa. Removida a
placa, faz-se entfo a replica em outra placa,
esta contendo antibiético. A replica é feita
invertendo-se a placa-com antibiético e pres-
-sionando sua superficie contra o veludo con-
tendo as bactérias deixadas pela primeira
placa. A placa original é guardada e a re-
plica incubada. Depois da incubagéo, verifi-
ca-se se houve desenvolvimento de alguma
coldnia na placa com o antibitico. O inves-

tigador marca entdo a sua posigio e com
uma agulha de platina retira um pouco do
crescimento da mesma posicio na placa ori-
ginal, e semeia um tubo de caldo. A partir
deste semeia nova placa sem antibiético, pre-
para nova replica, marca a posi¢do da cold-
nia na placa com antibiético, semeia -novo
caldo a partir da placa original, repetindo o
processo quantas vezes forem necessirias. Ao
fim de algumas repeticGes, ele obtera uma
grande quantidade de colonias resistentes ao
antibiético. A mais importante caracteristica
do experimento € a seguinte: as células foram
semeadas em placas e caldos sem o antibié-
tico, varias vezes em sucessdo. Fazendo. re-
pique das dreas destas placas onde a replica
indicava a presenga de mutantes resistentes,
foi possivel aumentar-se progressivamente o
niimero destas mutantes, até a obtencio ‘de
uma cultura pura. Durante todo o processo
estas mutantes ndo foram expostas ao anti-
bidtico, provando que a mutagdo original
que tornou a bactéria resistente ocorreu na
auséncia do agente seletor.  Experimentos
desta natureza bem como os outros mencio-
nados e varias observagGes epidemiolbgicas
levaram & conclusdo definitiva de que o an-
tibiético simplesmente seleciona as bactérias
que se tornaram resistentes, a intensidade de
selecdo dependendo da intensidade de uso do
antibiético. E importante notar que o anti-
bidtico ndo seleciona somente germes resis-
tentes a ele. Muitas vezes um antibiético po-
de selecionar bactérias simultaneamente re-
sistentes a varias drogas. Admitamos a pre-
senca de uma E. coli resistente a sulfadiazi-
na, estreptomicina, tetraciclina e cloranfeni-
col nos intestinos de um individuo, cuja flora
restante seja sensivel, por exemplo, ao clo-
ranfenicol. A administracio desta droga des-
truird toda a flora sensivel, selecionando a
E. coli tetra resistente que num ambiente ago-
ra favoravel, proliferard abundantemente e
ocupard o vazio deixado pela flora sensivel,
Cada vez que se administra ou se usa um
antibiético, ha possibilidade de selecionar-se
bactérias resistentes a ele ou outros antibié-
ticos e, sendo tdo frequente o uso destas dro-
gas, pode-se imaginar as consequéncias em
um hospital, por exemplo. Dentro de pouco
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Caldos sem
antibidticos

Placas sem Placas réplicas

r\«.X \ antibiético © contendo
: antibidtico

Varias células - Semeadura no veludo
semeadas

—O

Crescimento
confluente

Menor n.e° de Semeadura no veludo

celulas: semeadaS/-’—\

Crescimento
confluente

Poucas celulas  Semeadura no veludo
semeadas

_
7R
oy

0,4 ml semeados em cada placa
‘ AN

v Crescimento

Crescimento

confluente confluente

no agar sem no agar com

antibiético antibidtico
Fig. 17 — Emprego do método das placas replicadas para provar que a mutacio  ocorreu

independentemente da presenca do  antibiético. As cuituras séo sucessivamente  transferi-

das de tubos de caldos para placas de Petri com agar nutriente, ‘tanto o caldo’ como o agar

sem conter antibidtico (lado esquerdo do diagrama). Em cada estdgio, a placa sem antibi6-

tico & replicada em uma placa contendo agar e antibidtico (lade direitc de diagrama).

' A cultura final da bactéria é completamente resistente ao antibiético, conforme pode . ser
visto nas duas placas na parte mais inferior do diagrama.




Entre 1963 e 1968 ocorreu acentuado aumento do nimero de amostras de E. coli. 0111:B4:H2
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TABELA V

simultaneamente resistentes a Su, E, T, C e K

23

Ano 1963 1964 1965 1966 1967 1968
Modélo N.° % N.° % N.e % N.° % N.° % N.° %
SUETCK 7 |17,07 8 2666| 14 |4242; 33 |7500{ 44 |83,01f{ 36 |81,81
Total 41 30 33 44 53 44
Su = sulfadiazina; E = estreptomicina; T = tetraciclina; C = cloranfenicol; X = kanamicina.

resistentes a estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol e neomicina.
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Fig, 18 — Entre 1862 e 1966, ocorreu acentuado aumento de n.® de amostras de Shigella




-_tempo, haverd um aumento do nimero de
,[;'amostras resistentes que substituirdo as sensi-
~ . vels. nos processos: infecciosos.” Um outro as-
~ pecto do problema é a selegio de bactérias
: ‘resistentes na vigéncia de um tratamento, de-
terminando - recrudescimento da infeccio.
Sao miltiplos os exemplos de selecio de
germes resistentes. Ja é classico o caso da
- penicilina’ com. relagdo ao S. aureus e muitos
outros sdo encontrados na literatura. De mo-
do: geral todo novo antibitico passa para se-
gundo’ plano: depois de alguns anos de uso.
Apenas para_efeito de-ilustraciio gostariamos
de apresentar o que se passou em poucos anos
com alguns agentes de enterite em nosso meio.
Dentre “as - amostras: resistentes de E. coli
0111:B4, 20%  apenas eram resistentes & sul-
fadiazina, estreptomicina, tetraciclina, cloran-
fenicol e kanamicina em 1963, Em 1968, es-
ta amostra passou a representar 80% das
‘amostras resistentes (Tabela V). Na figura
18, observa-se o que aconteceu com shigelas
em espago de tempo semelhante, isto €, um
acentuado aumento do nimero de amostras
‘resistentes ao cloranfenicol, tetraciclina, ka-
namicina e estreptomicina.

O antibidtico como indutor — A resistén-

“cia por fatores R i tetraciclina em gram-ne-
Gen

regulador

TRABULSI, L. R.

gativos € induzivel. No Stephylococcus aureus,
com excecdo de algumas formas de resistén-
cia‘ extracromossOmica é sempre induzivel,

A indugdo enzimatica é um fenoémeno bem
conhecido - e tem “sido intensamente investi-

gado em varios sistemas, como por exemplo,
na utilizagdo de lactose pela E. coli. Resumi-

-damente, a lactose somente pode ser utili-

zada quando uma enzima, a beta-galactosidase
a desdobra em galactose e glucose. Entretan-
to, a produgdo desta enzima depende da pre-
senga da lactose dentro da célula. Na sua au-
séncia, os gens.responsaveis pela sua produ-
¢do estio bloqueados pela acio de um re:
pressor. A lactose ao penetrar na célula, .com-
bina-se com o repressor, deixando os gens
responsaveis pela sintese da enzima funcio-
narem livremente (fig. 19). Os mecanismos
de indugéo das enzimas responsiveis por re-
sisténcia a drogas ainda nfo foram totalmen--
te esclarecidos, mas varios trabalhos sugerem
que em linhas gerais sdo semelhantes ao des-
crito para a indugdo de beta-galactosidase,
embora eventualmente mais complexos. Em
outras palavras, a presenca do antibiético den-
tro da célula seria necessiria para a inativacio
do repressor que normalmente bloqueia 0s gens
responsaveis pela sintese das enzimas que em
iltima analise tornam a bactéria resistente.

Gen Gen da
operador  betagalactosidase

@ i i

Repressor }——reeeeed

Gen
regulador

Gen operador bloqueado.
Ausencia de sintese
de betagalactosidase

Gen Gen da
operador betagalactosidase

T

{7 Repressor

Fig. 18
pressor estd4 bloqueando o operador,

Gen operador livre.
Sintese de

inativo betagalactosidase.

i1 :
TG

Regulacdo do operon da lactose (inducdo enzimatica).

Em A o re-

ndo havendo sintese da betagalactosidase e
outras enzimas necessarias_ ao metabolismo da lactose.

Em B o repressor foi ina-

tivado pela lactose (indutor), ‘permanecendo livre o gen operador,. havendo assim
. sintese das enzimas que metabolisam a lactose.
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O PROBLEMA CLINICO

Alguns -aspectos. de resisténcia. nas
principats - bactérias patogénicas

Género Staphylococcus — Tanto o S.
aureus como o S. epidermidis desenvolvem
resisténcia com facilidade, a resisténcia po-
dendo ser simples, isto é, a uma s6 droga,
ou miltipla. A maioria dos estudos foi rea-
lizada com o S. aureus, indicando que os
principais antibiGticos podem ser compro-
metidos. Atualmente ji sdo encontradas amos-
tras resistentes para as cefalosporinas e pe-
nicilinas resistentes a penicilinase. A resis-
téncia miultipla € mais comum nos grupos
fagicos 1 e 11.

- Género Estreptoceccus — Tanto o es-
treptococo do grupo A de Lancefield bem
como o pneumococo continuam sensiveis a
penicilina. As duas bactérias pareciam inca-
pazes de desenvolver resisiéncia & esta droga.
Entretanto, recentemente foram descritas al-
gumas amostras de pneumococo, cujo cresci-
“mento somente era inibido por concentragtes
moderadamente elevadas. Amostras resisten-
tes & tetraciclina tem sido descritas. Quan-
to aos demais estreptococos, em particular o
enterococo, amostras resistentes a maioria dos
antibiéticos néo sdo raras.

Género Neisseria — Amostras de gono-
coco e meningococo resistentes a sulfadiazina
sio relativamente frequentes atualmente. Ja
foram também selecionadas amostras de go-
nococo resistentes a penicilina, embora os
niveis de resisténcia ndo sejam elevados. En-
tretanto, em alguns casos o sfo suficientemen-
te para interferir com a penicilinoterapia.
Aparentemente, 0 meningococo continua sensi-
vel & penicilina mas é possivel que amostras
resistentes sejam selecionadas no futuro.
Amostras com elevados niveis de resisténcia
ja-foram selecionadas tanto “in vitro” como

~em  camundongos infectados experimental-
mente.

Enterobactérias — A recente descober-
ta.no México de uma amostra epidémica de
Salmonelle typhi, simultaneamente resisten-
te -4 sulfadiazina, estreptomicina, tetraciclina
e cloranfenicol, faz com que esta espécie
deixe de ser excecdo, a grande capacidade
das enterobactérias, em adquirirem resistén-
cia. Em nossa experiéncia estes germes podem

adquirir resisténcia -a -qualquer. antibiético .
indicado no tratamento de suas infecg¢Ges. Na
maioria das amostras a resisténcia é multi-
pla, sendo mais comum em muitas delas a
resisténeia simultinea & sulfadiazina, estrep-
tomicina, tetraciclina, cloranfenicol e kana-
micina.

A Pseudomonas aeruginosa e outros gram-
negativos comportam-se de modo semelhan-
te as enterobactérias. k s

Mycobacterium tuberculosis — Extensos
levantamentos internacionais demonstram que
a resisténcia primiria (amostras isoladas de -
pacientes nfo tratados) é relativamente bai-
xa. Entretanto & extremamente elevada em
pacientes em {ratamento, ndo sendo ‘raras
amostras ‘simultaneamente resistentes a - duas
e a trés drogas. :

Outras bactérias — A resisténcia adqui-
rida em outros germes patogénicos ndo:tem
sido motivo de investigacio, provavelmente
por ndo ter se constituido ainda em proble-
ma.

Associagio de drogas

Duas ou mais drogas podem ser associadas
por varias razdes, uma delas tendo por base o
fenémeno da resisténcia, Imaginemos um pa-
clente com uma infecgdo por um germe sen-
sivel. Depois que a populagio de células no lo-
cal da infecclo atingir determinado tamanho,

‘digamos 10¢ células, é provavel a existéncia

de mutantes para determinadas drogas indivi-
dualmente, isto é mutantes simples. Expon-
do-se esta populagio a duas drogas, por exem-

plo, as mutantes resistentes a uma delas se-.. -

rdo destruidas pela outra. Este principio tem
sido aplicado com sucesso no tratamento da
tuberculose pulmonar. J4 vimos que mutan-
tes simultaneamente resistentes a duas drogas
s6 ocorrem em populagdes bacterianas extre-
mamente elevadas.

Manutencdo de concentragdes elevadas

Esta é uma ouira maneira de se evitar-.a
selecio de mutantes com recrudescimento da
infecgdo, sendo vélida para aquelas drogas
contra as quais somente varias mutagBes con-
secutivas determinam elevados niveis de re-
sisténcia. A presenca do antibiético no local
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da infecgfo destruira das mutantes que te-
- nham sofrido apenas uma mutac¢io pois uma
- unica mutagio dificilmente determinaria - ni-
veis-de resisténcia superiores a concentragio
da droga. Entretanto, se a droga chega no
local’ da. infeccio em concentracio inferior ao
‘nivel de resisténcia- da mutante, embora as
células sensiveis sejam destruidas, a mutante
‘poderd - proliferar levando ao reaparecimen-
to. da infecgio. Conforme se depreende facil-
mente, a manutencio de conceniracdes ele-
vadas ndo resolveria o problema, se uma dni-
ca mutagdo determinasse altos niveis de re-
sisténcia, conforme acontece com a estrepto-
" micina e outras drogas.

Conceito de germe resistenie

Apresenta importancia em terap8utica uma
compreenso adequada do conceito de germe
resistente. Sob o ponto de vista clinico, o ter-
mo resistente aplicado a um germe com re-
lagiio a uma determinada droga, significa que

esta droga ndo deve ser usada. Entretanto, a
classificacio de um germe em resistente, sen-
sivel ou uma das categorias intermediarias,
tem por base a concentragio que a droga
atinge no sangue e a sua concentragio ini-
bitéria “in vitro”, Deste modo, é possivel que
uma infecglo. causada por um. germe. resis-
tente seja facilmente curada, desde que pre-
sente em um local onde a droga atinja con-
centragdes superiores a do sangue. Néo obs-
tante, quando possivel, é preferivel o em-
prego de um antibiético para o qual o ger-
me ¢ sensivel, porque nio raramente, os ni-
veis de resisténcia de certas bactérias sdo
tdo elevados que ela ndo sera destruida, mes-
mo que a droga atinja concentragdes eleva-
das no local da infeccdo. O inverso também
pode ser verdadeiro. Classifica-se uma bacté-
ria como sensivel e falha o tratamento de sua
infecgdo. Isto geralmente ocorre quando a
droga atinge concentracdes inferiores a do
sangue no local da infecgio ou quando um
outro germe associado ao patogénico inativa
o antibiético.




Os conhecimentos de que dispomos. atual-
mente abrem perspectivas para o combate 3
resisténcia: infervengdo nos seus mecanismos
genéticos, por exemplo procurando eliminar
os fatores R e plasmideos, intervengiio nos
mecanismos quimicos da resisténcia pelo em-
prego simultdneo de substincias que modifi-
quem a permeabilidade da célula resistente
ou possuam maior afinidade pelas enzimas
inativantes, modificagio da estrutura quimica
dos antibiéticos ja em uso, conforme foi feito
com a penicilina e se tenta atualmente com
outros antibiéticos, etc. Todas estas medidas
dependem de investigagiio e de muito traba-
lho experimental, além de contornar apenas
um aspecto do problema. Existem outras, po-
rém, que ndo exigem qualquer investigacao,
tendo ainda a grande vantagem de serem
globais, oferecendo portanto, maiores pers-
pectivas. Referimo-nos as medidas que evi-
tam selegdo de bactérias resistentes, cuja ado-
¢lo. depende dos profissionais e dos poderes
piblices. As seguintes recomendagdes podem

ser feitas.

1. A aquisi¢gho de antibiético s6 deve ser
permitida mediante receita médica, me-
dida adotada por varios paises. Os re~
flexos de uma tal medida sdo varios, pois
além de evitarmos consideravelmente a se-
lecdo de bactérias resistentes, estariamos
também fazendo a profilaxia de varios
efeitos colaterais da antibioticoterapia
como choques anafilaticos, super-infec-
gOes e outros,

2. O médico deve receitar o antibidtico ou
quimioterapico quando estritamente in-
dicado. Ao fazé-lo deve ter em mente:

RESISTENCIA BACTERIANA

COMBATE A RESISTENCIA

a) a natureza do. germe infectante e
o espectro de agdo do antibidtico.

Se a infecgo é causada por uma
bactéria sensivel, digamos a penici-
lina G ou & eritromicina e outras
circunstancias permitirem, ndo usar
um antibidtico de largo especiro, A
elevada frequéncia de bactérias com
fatores R &, sem davida, consequén-
cia do intensivo uso destes antibio-
ticos.

b) a importancia da associagio de 2 ou
mais drogas, como no caso da tu-
berculose. '

¢) a necessidade de manutencio de ni-
veis elevados da droga no foco de
infeccdo.

3. Redugdo ou descontinuagio do emprego
dos antibiéticos em ragBes animais on
como preservativos de alimentos pere-
civeis,

4. Em hospitais, pode ser adotado o-siste-
ma do emprego rotativo dos- antibioti-
cos.

Conforme se depreende, algumas destas me-
didas previnem a emergéncia de bactérias
resistentes e a maioria leva a uma reducio
da pressdo seletora dos antibidticos. A redu-
¢do da pressdo é extremamente importante
porque, diminuindo-se a intensidade de uso
de um antibiético observa-se, geralmente, di-
minui¢io da propor¢do de amostras resisten-
tes. As razbes nio sio bem conhecidas mas,
sem divida, uma delas é a melhor adapta-
¢io das células sensiveis as condigGes natu-
rais de vida.




O fendmeno da persisténcia foi definido
como “‘a capacidade de um micrébio sobre-
_viver a exposigio de uma droga nos tecidos
apesar de ser sensivel a droga “in vitro”.
~Ocorre persisténcia, porque o microrganismo
deixa de sofrer a acdo. do antibidtico por es-
tar protegido pelo. meio-ambiente ou" por se
encontrar numa fase do seu ciclo de vida, na
‘qual é refratario a acfo da droga. Tem a
protecao do meio-ambiente quando se loca-
liza numa area, por exemplo, dentro de uma
- célula, na qual o antibiético ndo penetra.

A refratariedade ao antibiGtico ocorre
~ quando o microrganismo se transforma em
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forma L, deixando de sofrer a acfio de um:
antibiético que atue na parede ou: quando
ele se encontra inativo e o antibiético somen-
te. age em fase de atividade.

O fendmeno da persisténcia tem acentuada
importancia em terapéutica, porque pode ser
causa de recidiva de infeccBes. £ desne-
cessério lembrar que a persisténcia ndo tem
qualquer relacdo com o fenémeno .da’ resis-
téncia adquirida. A resisténcia é de natureza.
genética, enquanto a persisténcia é simples
problema de fuga de algumas células a agres-
sdo do antibiético.




Foi feita uma revisio dos aspectos médi-
cos da resisténcia bacteriana & drogas. De-
pois de se fazer um resumo dos mecanismos
genéticos e quimicos da resisténcia & dro-
gas bem como do papel dos antimicrobianos,
cada um destes items foi revisto em maior
profundidade, dando-se énfase aos aspectos

SUMMARY

A review was made on the medical aspects
of bacterial drug resistance. After summa-
rizing the genetic and chemical mechanisms
“of drug resistance as well as the antimicrobial
“drugs role, each of these items was reviewed in
- depth emphasizing the most important aspects
for the general practitioner. Afterwards, a
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de maior importincia para o médico. Em
seguida, foi feita uma revisdo das aplicagdes
praticas da resisténcia em terapéutica das in--
fecgdes bacterianas e algumas normas foram
recomendadas no sentido de se combater a.
resisténcia. Finalmente discutiu-se o fenéme-
no da persisténcia bacteriana. : .

revision was made on practical aplications
of resistance on the treatment of bacterial
infections and some rules were recommended
therein to combat this resistance. - Finally,
the meaning of bacterial persistance Wwas
discussed. e
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