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Sumario

O aumento de bactérias resistentes a antibidticos envolvidas em doengas
infeciosas € um dos temas mais preocupantes da atualidade. Em particular, tem sido
alarmante o aumento de Enterobacteriaceae, Acinetobacter sp. e Pseudomonas sp.
resistentes a antibidticos B-lactdmicos do grupo dos carbapenemos. A resisténcia aos
carbapenemos em bacilos de Gram negativo estd fundamentalmente associada a genes
que codificam para carbapenemases, isto €, B-lactamases com capacidade para hidrolise
sobre carbapenemos, inativando a sua agdo. Atualmente existe uma grande diversidade
de carbapenemases, existindo esquemas de classificacdo que facilitam o seu

agrupamento de acordo com algumas caracteristicas que partilham.

Muitos dos genes que codificam para carbapenemases tém sido fundamentalmente
associados a plasmideos, o que contribui para a sua rapida disseminacéo entre diferentes
grupos bacterianos e nichos (unidades de cuidados de sadde/comunidade).
Adicionalmente, estes plasmideos albergam também frequentemente genes de
resisténcia a outras familias de antibi6ticos (quinolonas, aminiglicosideos, entre outros),
conduzindo a fenétipos de MDR, XDR e PDR. Esta situacdo tem um impacto clinico
assinalavel, uma vez que fica ndo s6 comprometido o uso de antibiéticos B-lactamicos
(muito eficazes e pouco toxicos), mas também de antibidticos de outras familias, no

tratamento das infe¢Oes por bacilos de Gram negativo produtores de carbapenemases.

A epidemiologia global de algumas espécies de bacilos de Gram negativo produtores
de carbapenemases é hoje conhecida, embora existam diferencas geograficas

assinalaveis.

Nos Ultimos anos os isolados bacterianos produtores de carbapenemases tém-se
disseminado globalmente, surgindo por isso uma preocupacao cada vez maior face as
elevadas taxas de morbilidade e mortalidade associadas. Trata-se de microrganismos
associados a infe¢des nosocomiais graves, a elevadas taxas de mortalidade e de dificil
tratamento, sendo muito escassas as opcOes terapéuticas eficazes. As evidéncias
apontam que a medida mais eficaz no combate as infecdes hospitalares € a higienizagédo
das maos, sendo esta uma prética fundamental para a reducdo da disseminacdo da
resisténcia bacteriana. Ao associar a isto medidas de limpeza e desinfecdo de superficies

contribui-se de forma efetiva para evitar e minimizar o surgimento de reservatorios



Carbapenemases em bacilos de Gram negativo: diversidade e impacto clinico

ambientais e fontes de infecdo. Para evitar surtos hospitalares por estas bactérias podem

ser feitos a rastreios de colonizacdo intestinal.

As bactérias produtoras de carbapenemases representam uma grande ameaca para a
salide humana em todo o0 mundo e constituem um dos problemas mais desafiadores para

a contencao de doencas infeciosas nos préximos anos.

Como alternativas terapéuticas para tratar infecGes causadas por bactérias produtoras
de carbapenemases restam as polimixinas (por exemplo, colistina) e a tigeciclina. As
polimixinas permanecem ativas contra a maioria destes isolados multirresistentes, no

entanto, j& comegam a surgir resisténcias a colistina decorrentes do aumento do seu uso.

Palavras-chave: antibidticos B-lactdmicos, resisténcia a carbapenemos, B-lactamases,
carbapenemases, metalo-p-lactamases, Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa;

Acinetobacter sp.
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Abstract

The increase of antibiotic resistant bacteria involved in infectious diseases is one
of the most worrying issues today. In particular, it has been alarming the increase of
Enterobacteriaceae, Acinetobacter sp. and Pseudomonas sp. resistant to [B-lactam
antibiotics of the carbapenem group. Resistance to carbapenems in Gram-negative
bacilli is mainly associated with genes encoding carbapenemases, that is, B-lactamases
capable of hydrolysis over carbapenems, inactivating their action. Currently there is a
great diversity of carbapenemases, and some classification schemes were created to

facilitate their grouping according to some characteristics that they share.

Many of the genes encoding carbapenemases have been associated with
plasmids, contributing to their rapid spread between different bacterial groups and
niches (health care / community units). In addition, these plasmids also frequently
harbor resistance genes to other families of antibiotics (quinolones, aminoglycosides,
amongst others), leading to MDR, XDR and PDR phenotypes. This situation has a
remarkable clinical impact, since not only the use of B-lactam antibiotics (very effective
and not very toxic), but also antibiotics of other families, is compromised in the

treatment of the infections by carbapenemase-producing Gram-negative bacilli.

The global epidemiology of some species of Gram-negative bacilli producing

carbapenemases is now known, although there are marked geographical differences.

In recent years, bacterial isolates producing carbapenemases have spread
globally, resulting in increasing concern about the high rates of morbidity and mortality.
These are microorganisms associated with serious nosocomial infections, with high
mortality rates and difficult to treat, with very few effective treatment options. The
evidence indicates that the most effective measure in the fight against hospital infections
is hand hygiene, a key practice in reducing the spread of bacterial resistance. By
associating with this, measures of cleaning and disinfection of surfaces contribute in an
effective way to avoid and minimize the appearance of environmental reservoirs and
sources of infection. To prevent hospital outbreaks by these bactéria, intestinal

colonization screenings can be done.

VIl
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Carbapenemases pose a major threat to human health throughout the world and
are one of the most challenging problems for the containment of infectious diseases in

the coming years.

Therapeutic alternatives for treating infections caused by carbapenemase-
producing bacteria include polymyxin (for example, colistin) and tigecycline.
Polymyxins remain active against most of these multiresistant isolates; however,

resistance to colistin has begun to emerge due to increased use.

Keywords:  B-lactam  antibiotics, carbapenems  resistance, B-lactamases,
carbapenemases, metallo-B-lactamases, Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa;

Acinetobacter sp.
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Lista de abreviaturas

DHD: Dose Diéaria Definida por 1000 Habitantes por Dia

ECDC: Centro Europeu de Prevencao e Controlo das Doencas
EDTA: Acido etilenodiaminotetracético

ESBLs: p-lactamases de espectro alargado

KPCs: Carbapenemases de Klebsiella pneumoniae

MBLs: Metalo-B-lactamases

MDR: Multirresistente a antibioticos do inglés Multidrug-resistant
MRSA: S. aureus resistentes a Meticilina

OXAs: Oxacilinases

PDR — Pan-resistente a antibioticos do inglés Pandrug-resistant
PBPs: Proteinas de ligacdo a penicilina do inglés Penicillin binding proteins
VRE - Enterococcus resistentes a vancomicina

XDR: Extensivamente resistente a antibioticos do inglés Extensively drug resistant
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Objetivos e Metodologia

Com este trabalho pretende-se efetuar uma revisdo bibliogréfica acerca da
diversidade e impacto clinico atual de bacilos de Gram negativo produtores de
carbapenemases, abordando ainda alguns aspetos epidemioldgicos a nivel mundial e
nacional. Para tal foi efetuada uma pesquisa bibliografica nas bases de dados PubMed,
Google académico e b-on utilizando as palavras-chave: “B-lactamic antibiotic”,
“carbapenem resistance”, “B-lactamases”, “carbapenemases”, “metalo-p-lactamases”,
“Enterobacteriaceae”, “Pseudomonas aeruginosa” e “Acinetobacter sp.” com as quais
foram obtidos alguns artigos. Dos artigos inicialmente encontrados foram selecionados
trinta disponiveis em texto integral, por serem os mais relacionados com o tema em
questdo. Foi ainda recolhida informacgdo em trés livros. O espago temporal da pesquisa
foi restringido a 2010-2017, tendo sido também necessaria a pesquisa de artigos de anos

anteriores para contextualizacdo historica.
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l. Contextualizaco historica e conceitos gerais sobre os antibidticos

O termo antibiotico resulta da combinacdo de duas palavras gregas, anti que
significa contra e bios, vida (contrario a vida). Em 1942, Selman Waksman definiu
antibidtico como uma substancia produzida por microrganismos, tais como bactérias e
fungos, capazes de inibir o crescimento e até destruir outros organismos. Algumas
bactérias produzem antibioticos para se defenderem, mas de forma a evitar a sua morte
necessitam de mecanismos de autoprotecdo, como por exemplo a modificacdo da sua
prépria estrutura, principalmente ao nivel da parede celular a fim de escaparem aos
efeitos dos antibioticos por elas produzidos. Por outro lado estes compostos podem ser
usados na terapéutica para o tratamento de infe¢es causadas por microrganismos, desde
que ndo apresentem efeitos nocivos consideraveis sobre o hospedeiro infetado (Sousa et
al, 2016b).

No inicio da era dos antibioticos, o bacteriologista Alexander Fleming, verificou
que uma das suas placas com culturas de Staphylococcus aureus apresentava um halo de
inibicdo de crescimento. Tal aconteceu porque o fungo Penicillium notatum tinha
contaminado as placas e consequentemente tinha destruido as bactérias por produzir um
composto antibacteriano, que ficou conhecido por penicilina (Ligon, 2004). Em 1939
Florey e Chain decidiram retomar a investigacdo de Fleming e, devido ao seu talento,
conseguiram purificar e determinar a eficacia clinica da penicilina (Suéarez e Gudiol,
2009). Tudo isto desencadeou um avanco extraordinario para a medicina, possibilitando
a aplicacdo clinica da penicilina e a sua producdo a escala industrial. No entanto, varias
bactérias de Gram positivo e de Gram negativo comecaram a produzir enzimas
inativadoras das penicilinas, as chamadas penicilinases, deixando estes agentes
terapéuticos de resultar. Isto levou ao desenvolvimento de outros antibidticos f-
lactdmicos, como as isoxazolilpenicilinas (penicilinas semissintéticas), usadas para
escapar a este tipo de B-lactamases e mais tarde as cefalosporinas. Comecaram a surgir
também resisténcias a esta classe de farmacos, principalmente devido a producdo de
cefalosporinases de espectro alargado, enzimas que degradam cefalosporinas de
espectro alargado, (também conhecidas por p-lactamases de espectro alargado - ESBLS)
mediadas por plasmideos (Sousa et al, 2016b). J& nesta época os carbapenemos eram 0s
unicos antibioticos B-lactamicos ativos contra estirpes bacterianas produtoras de -
lactamases de espectro alargado, mas o0 seu uso inapropriado e inadequado tambeém
levou a resisténcia em espécies de Enterobacteriaceae e em outros bacilos de Gram

1
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negativo, principalmente por producao de carbapenemases (enzimas que ja hidrolisam
antibioticos de maior espectro-carbapenemos). Alguns exemplos de carbapenemases
descritos s&o: 1) metalo-p-lactamases (MBLs); ii) Carbapenemases de Klebsiella
pneumoniae (KPCs) (Rapp e Urban, 2012).

Desde a descoberta da penicilina que a antibioterapia se tornou indispensavel no
tratamento de infe¢des de origem bacteriana, fingica, entre outras. No entanto, nos
tempos que correm 0s antibidticos sdo dos medicamentos mais prescritos a nivel
mundial, sendo a Grécia, Roménia, Poldnia e Franca os maiores consumidores (em
ambulatorio) da Europa como se pode ver na Figura 1 (INFARMED, 2016b). Estes
agentes terapéuticos tém vindo a perder a sua eficacia, devido ao uso irracional e
também a automedicacdo, o que contribuiu para o desenvolvimento de estirpes
bacterianas multirresistentes, sendo que algumas se tornaram resistentes a todos o0s
antibidticos disponiveis (estirpes pan-resistentes designadas na literatura como PDR de
PanDrug-Resistant) (Carlet et al, 2012; Magiorakos et al, 2012).

0

10,721 - 15,805
15,805 - 20,889
20,889 - 25,973

j ‘ 25,973 - 31,057
i B 31057-36,141

- L
Figura 1. Consumo de antibiéticos em ambulatério na Europa em 2015 (dados em
DHD - dose diaria definida por 1000 habitantes por dia). (adaptado de ECDC).
Disponivel em: http://www.infarmed.pt.
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Os antibioticos antibacterianos podem ser classificados como: i) naturais, sendo
estes, produtos do metabolismo secundario de microrganismos (por exemplo: penicilina
G); ii) sintéticos, quando obtidos por sintese quimica (por exemplo: sulfamidas); e iii)
semissintéticos, quando produzidos através de culturas de microrganismos que sdo
posteriormente modificadas quimicamente (por exemplo: ampicilina). Inicialmente os
produtos naturais com acdo antimicrobiana foram designados de antibidticos e os
produtos de sintese de quimioterapicos. Com o passar dos anos comegaram a surgir
cada vez mais moléculas de sintese e o0 termo antibiodtico passou a englobar todos os

compostos naturais ou de sintese com propriedades de antibiose (Sousa et al, 2016b).

A maioria dos farmacos usados em medicina sdo organotropicos, ou seja, 0
efeito terapéutico resulta da sua acéo direta sobre o organismo humano. No entanto os
antibidticos ndo se destinam a influenciar qualquer atividade biologica do organismo
humano. Eles atuam sobre 0s agentes patogénicos para o organismo humano de modo a
impedir o seu crescimento ou a provocar a sua morte. Sdo por isso classificados como
farmacos etiotropicos. Os diferentes grupos de antibi6ticos antibacterianos tém um alvo
especifico na célula bacteriana, como se pode observar na Figura 2, o que os dota de

propriedades de antibiose (Sousa et al, 2016b).

Membrana celular

Polimixinas
Tirotricina

Parede celular T Gramicidina
Daptomicina

Sintese do
4cido félico
Fosfomicina

D-cicloserina

Bacitracina

Vancomicina/ Teicoplanina
p-lactdmicos

Rifampicina
Metronidazol
Quinolonas

Cloranfenicol
Macrélidos
Lincosamidas
Mupiricina
Ac. tusidico
Cetolidos
Evernimicina
Estreptograminas

Sulfonamidas | PABA
Trimetroprim
PAS

Dapsone

Espectinomicina
Tetraciclinas
Glicilciclinas

Figura 2. Locais de atuacdo dos diferentes grupos de antibioticos usados na
terapéutica humana (adaptado de Sousa et al, 2016b).
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A resisténcia bacteriana aos antibioticos é atualmente um dos problemas de
salde publica mais relevantes, uma vez que as bactérias que se alojam no organismo
humano estdo cada vez mais resistentes aos antibidticos que se usam na terapéutica.
Segundo os dados mais recentes do Centro Europeu de Prevencdo e Controlo das
Doencas (ECDC), Portugal ocupa o 16.° lugar entre 0s paises europeus com maior
consumo de antibidticos (21,3 DHD - dose diaria definida por 1000 habitantes por dia).
Ao observar com algum detalhe a Figura 1 percebe-se que Portugal apresenta valores do
consumo de antibioticos de ultima geracdo muito semelhantes a média europeia (22,4
DHD). Em Portugal tem-se observado uma crescente resisténcia de K. pneumoniae a
cefalosporinas de terceira geracao e a carbapenemos, e de Escherichia coli a quinolonas,
sendo também considerado um dos paises com elevada taxa de resisténcia de A.

baumannii a varios antimicrobianos (ECDC, 2015).

Sabe-se portanto que a resisténcia bacteriana tem sofrido um crescimento
acentuado, sendo a maioria dos isolados de Enterobacteriaceae e de bacilos de Gram
negativo ndo fermentadores (principalmente Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp)
produtores de carbapenemases, resistentes a praticamente todos os B-lactamicos e a
outras classes de antibidticos, o que limita severamente as op¢Oes terapéuticas. Sabe-se
hoje que, para problemas de multirresisténcia envolvendo espécies de
Enterobacteriaceae e bacilos de Gram negativo ndo fermentadores, como Pseudomonas
spp. e Acinetobacter spp. é necessario considerar, para além da disseminacao de estirpes
resistentes, a disseminacdo dos seus genes de resisténcia através de plasmideos e a

propagacao destes entre estirpes, espécies e géneros bacterianos (Woodford et al, 2013).

A semelhanca do que acontece a nivel mundial, as espécies bacterianas, agentes
de infecdo mais resistentes aos antibidticos em Portugal sdo: Enterobacteriaceae
produtoras de ESBL ou de carbapenemases, P. aeruginosa e A. baumannii resistentes
aos carbapenemos, S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), Enterococcus resistentes
a vancomicina (VRE) e Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina. Apesar de
em anos recentes se verificar uma diminuigdo do consumo de antibiéticos em Portugal
(ECDC, 2015; Loureiro et al, 2016), este ndo deixa de ser, no contexto europeu, um
pais com um elevado consumo de antibiéticos, pelo que é importante tomar medidas no
sentido de reduzir o consumo destes agentes terapéuticos. O aumento do nivel de
resisténcias aos antibidticos é resultado da ineficacia dos mais recentes antibacterianos

devido ao aparecimento de cada vez mais bactérias multirresistentes, ao uso irracional e

4
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inadequado dos antibidticos (em particular a sua utilizagcdo excessiva) e a incapacidade
das industrias farmacéuticas em introduzirem no mercado novas moléculas, o que faz
com que muitas doencas infeciosas se possam tornar intratdveis num futuro proximo
(Ashkenazi, 2013; Loureiro et al, 2016).

A prescricdo inadequada de antibidticos devido principalmente a incerteza no
diagndstico; a ndo adesdo a terapéutica por parte dos doentes, que muitas vezes ndo
cumprem com a posologia ou fazem o tratamento por periodos diferentes do que foi
prescrito, e que muitas vezes se automedicam utilizando antibioticos de tratamentos
anteriores ou adquirindo a medicacdo na farméacia sem prescricdo medica, contribuem,
de facto, para o problema da resisténcia bacteriana. Tudo isto fez com que fosse criada
uma pressao seletiva, permitindo que estirpes resistentes se espalhassem com facilidade,
contribuindo assim para 0 aumento da prevaléncia e incidéncia de doengas infeciosas.
Trata-se portanto de um sério problema de satde publica que apresenta custos elevados
para todos os cidaddos e consequéncias nocivas para a salde, tais como diminuicao da
eficdcia dos tratamentos, prolongamento das doencas, aumento do nimero de

hospitalizaces e da morbilidade e mortalidade (Loureiro et al, 2016).

O mais caricato € que 50% da totalidade de antibioticos consumidos na Unido
Europeia ndo sdo utilizados em humanos mas sim em atividades como veterinéria,
zootecnia e pecuéria. E ainda de salientar que quando estes agentes antimicrobianos s&o
eliminados, pelo homem, através de processos fisioldgicos, e da eliminacédo de detritos
industriais resultantes, por exemplo, da industria farmacéutica e agropecuaria,
favorecem a disseminacdo de genes de resisténcia entre as bactérias dos solos e dos
meios aquaticos, pois criam um stress ambiental que pode ter um grande impacto nas

infecdes humanas (Loureiro et al, 2016; Sousa et al, 2016a).
. Antibidticos B-lactdmicos

Os antibioticos B-lactdmicos devido a sua elevada eficacia terapéutica, baixa
toxicidade e agdo bactericida sdo o grupo de antibidticos mais utilizados em clinica,
sobretudo em infe¢Bes por bactérias de Gram negativo, tais como Pseudomonas sp.,
Acinetobacter sp., e diversas espécies de Enterobacteriaceae (Salmonella sp., E. coli,
Klebsiella sp., entre outras). Este grupo de antibidticos apresenta uma acdo bactericida

lenta, impedindo a sintese do peptidoglicano, um componente que existe na parece
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celular das bactérias e que ndo se encontra nas células humanas. Este € o mecanismo de
acdo que justifica a toxicidade seletiva deste grupo de antibidticos para as células
bacterianas (Rapp e Urban, 2012; Woodford et al, 2013; Sousa et al, 2016c).

1. Estrutura quimica

Os antibioticos B-lactamicos tém a caracteristica comum de exibir um anel (-
lactdmico, indispensavel a sua acdo antibacteriana, constituido por trés atomos de
carbono e um de nitrogénio (Figura 3), e que pode ter diversos radicais substituintes que
o tornam ativo (Figura 4) (Sousa, 2001; Suarez e Gudiol, 2009; Sousa et al, 2016c).

OﬁN\H

Figura 3. Estrutura quimica do anel B-lactamico (fonte: http://www.icb.usp.br).

Este grupo de antibidticos ndo tem uma familia homogénea, isto €, apesar de
todos possuirem o anel B-lactamico, podem conter diferentes tipos de cadeias lineares, 0
que leva a alteracdo das suas caracteristicas, espectros de acdo e resisténcia as [-
lactamases (ver mais adiante). Como se pode observar na Figura 4, existem quatro
subfamilias de B-lactamicos, designadas de penicilinas, cefalosporinas, monobactamos e
carbapenemos (Sousa, 2006; Suarez e Gudiol, 2009; Sousa et al, 2016c).
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Figura 4. Estrutura quimica dos B-lactdmicos (adaptado de Suérez e Gudiol, 2009).

2. Mecanismo de acéo

Os antibioticos antiparietais sdo agentes terapéuticos muito usados em clinica,
contribuindo para isso o facto de se tratar de um grupo de antibiéticos muito numeroso,
que atua tanto em bactérias de Gram negativo como de Gram positivo. Assim, devido a
versatilidade em termos de microrganismos em que podem ser usados, O
comprometimento da sua eficidcia é grave, pois restam poucas alternativas para
combater as estirpes multirresistentes que vao surgindo a um ritmo cada vez maior. Este
grupo de antibi6ticos apresenta também baixa toxicidade e um mecanismo de a¢do
bactericida, podendo ser usado em individuos imunodeprimidos, 0 que ndo acontece

com os antibidticos bacteriostaticos (Suarez e Gudiol, 2009).

Os antibioticos antiparietais inibem a sintese do peptidoglicano, atuando em
varias fases da biossintese desta macromolécula, que € o principal constituinte da parede
celular das bactérias. Os antibidticos que inibem a sintese do peptidoglicano na fase
citoplasmatica (por exemplo: fosfomicina) necessitam de atravessar a membrana celular
da bacteria para exercerem a sua agdo. Os antiparietais que atuam na fase membranar da
biossintese do peptidoglicano (por exemplo: vancomicina) ou na fase parietal (por

exemplo: B-lactamicos) afetam a organizacdo da parede celular, ndo necessitando por
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isso de atravessar a membrana celular bacteriana para exercerem as suas propriedades
de antibiose (Sousa et al, 2016b).

Os Penicillin Binding Proteins (PBPs) (enzimas como transpeptidades,
transglicolases e carboxipeptidases) sdo reconhecidos como alvos pelos antibioticos p-
lactdmicos. Estes, ao ligarem-se a estas enzimas, impedem a formacdo e maturacdo do

mucopeptideo da parede celular bacteriana (Suéarez e Gudiol, 2009; Sousa et al, 2016c¢).

Os antibidticos B-lactdmicos inibem os PBPs por um mecanismo que envolve a
acilacéo do grupo serina que existe no centro ativo do dominio transpeptidase dos PBPs.
Com a desacilacédo lenta que ocorre, tem-se uma inativacao dos PBPs quase irreversivel,

que se torna suficiente para impedir o crescimento bacteriano (Sousa et al, 2016c).

A capacidade das bactérias em controlar a integridade da parede celular é
afetada, uma vez que os complexos formados (B-lactamico-transpeptidase) apesar de
estaveis sdo inativos (Figura 5). Existe portanto uma certa analogia estrutural entre a
molécula B-lactdmica e a porcdo terminal D-alanil-D-alanina da cadeia peptidica do
peptidoglicano, o que ilude os PBPs e faz com que se liguem ao antibiotico -lactamico.
O dominio transpeptidase dos PBPs tem maior afinidade para o anel -lactamico do que
para 0 seu substrato natural (D-alanina), sendo desta forma desviada a sua funcdo de

maturacdo da parede celular da bactéria (Suarez e Gudiol, 2009; Sousa et al, 2016c).

trasnpeptidase (PBP)

R—C0—NH cH, E A—CO—NH 3 X
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Figura 5. Interacdo p-lactamico / transpeptidase (adaptado de Sousa, 2006)

Os antibioticos p-lactamicos ao inativarem os PBPs levam a paragem da sintese

da parede celular e consequentemente a morte da bactéria. Quando a atividade destes
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agentes terapéuticos € comprometida por mecanismos de resisténcia desenvolvidos
pelas bactérias, surge muitas vezes ineficicia terapéutica, ficando estes agentes

incapazes de exercer o seu efeito (Sousa et al, 2016d).

Como agentes bactericidas, os B-lactdmicos exercem o seu efeito atraves de dois
mecanismos: por inibicdo da sintese da parede celular bacteriana (efeito bacteriostatico)
e/ou por inducdo da autdlise bacteriana (efeito bactericida), que cria na parede celular

locais frageis, por quebra das ligagdes covalentes do peptidoglicano existente.

Quando os agentes antibacterianos sdo capazes de permear a parede celular
bacteriana e procedem a acilacdo dos PBPs, inibindo a sintese do peptidoglicano e
ativando a autolise, ocorre uma alteracdo no balanco fisiol6gico entre as autolisinas e 0s
PBPs. No caso de uma bactéria de Gram positivo, a bactéria expulsa os acidos
lipoteicoicos para 0 meio externo, e a sintese da parede celular acaba por ndo continuar,
0 que leva a perda do controlo da atividade autolitica enddgena, que resulta no efeito
bactericida (Suarez e Gudiol, 2009; Sousa et al, 2016b).

3. Mecanismos de resisténcia bacteriana

A resisténcia aos antibioticos é vista como resposta natural das bactérias a
exposicdo a estes agentes terapéuticos e é definida como a capacidade de resistir as
concentracdes clinicas do antibidtico. Atualmente, a facil transferéncia de bactérias e/ou
genes de resisténcia através da producdo animal, cuidados de saude (hospitalares e
outros), comunidade e/ou viagens internacionais, associada com as constantes mutacdes
espontaneas em genes bacterianos, promovem a rapida disseminacdo de bactérias que
albergam mecanismos de resisténcia aos antibioticos (Davies e Davies, 2010; Infarmed,
2016).

As bactérias conseguem evitar os efeitos dos antibioticos p-lactdmicos atraves de

4 mecanismos (Suéarez e Gudiol, 2009; Sousa et al, 2016d), representados na Figura 6:

» Impermeabilizacdo da membrana externa, que leva a reducdo da quantidade de
B-lactamicos que atinge o alvo, por reducéo da sua entrada na célula bacteriana;
» Modificacdo dos alvos (PBPs), devido a perda total de afinidade, a sua simples

reducdo, ou até aquisicdo de novos PBPs;
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» Hidrdlise do anel B-lactamico mediada por mecanismos enzimaticos (B-
lactamases) que inativam total ou parcialmente o antibiotico;
» Aumento da expulsdo de antibiotico do espaco periplasmatico para o exterior da

bactéria devido a expressao de bombas de efluxo (proteinas transportadoras).

Mecanismos de resisténcia bacteriana

ALTERACAO DE [ MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE
ATM » ATM

parede
bacteriana

w. ATM
\ plasmideo

membrana

bacteriana
genes de

resisténcia

ATM = antimicrobiane DNA bacteriano [aLTERAGAD DO SiTIO DE AGAO]

Figura 6. Mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas bactérias contra 0s
antibioticos p-lactamicos (fonte: http://www.brasilescola.com/biologia/resistencia-
das-bacterias-aos-antibioticos.htm)

Estes mecanismos de resisténcia podem ocorrer individualmente ou em associacao
e variam com diversos fatores, como ocorréncia natural, distribuicdo geografica, base

genética, entre outros.

O mecanismo de resisténcia aos p-lactdmicos mais importante em bactérias de
Gram negativo € a producédo de B-lactamases, enzimas bacterianas que hidrolisam o anel
[-lactdmico, protegendo assim os microrganismos dos efeitos letais dos antibioticos -
lactdmicos (Bush, 2010; Rapp e Urban, 2012; Sousa et al, 2016d). A producdo destas
enzimas bacterianas pode ser mediada por plasmideos, onde sdo transferidos os genes
que codificam enzimas geralmente inativadas por inibidores de p-lactamases (alguns
exemplos séo as ESBLs produzidas por E. coli, K. pneumoniae, entre outras) ou podem
ser cromossomicamente codificadas (B-lactamases do tipo AmpC), como as produzidas
por Enterobacter spp., Pseudomonas spp., entre outras. Neste Gltimo caso, ocorre
muitas vezes um aumento da sua producdo depois da exposi¢cdo a antibioticos [-

lactdmicos (em especial a uma cefalosporinas de 22 geracdo, a cefoxitina) ou mesmo
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apos exposicdo a alguns inibidores de p-lactamases (principalmente ao &cido

clavulanico) (Suarez e Gudiol, 2009).

As modifica¢bes ao nivel do alvo dos antibioticos B-lactamicos (PBPS) sdo o
principal mecanismo de resisténcia aos B-lactamicos em bactérias de Gram positivo,
como S. pneumoniae, S. aureus e Enterococcus faecium. Tem pouca relevancia clinica
em bactérias de Gram negativo, a ndo ser que ocorra associagdo com outros mecanismos
de resisténcia, por exemplo a impermeabilizagdo da membrana externa ou com a
expulsdo das moléculas de antibiotico por bombas de efluxo (Suarez e Gudiol, 2009;
Sousa et al, 2016d).

O mecanismo de resisténcia por impermeabilizacdo da membrana externa,
embora de menor relevancia, é também mais importante em bactérias de Gram negativo,
uma vez que a parede celular destas bactérias € mais complexa que a das bactérias de
Gram positivo (Figura 7). A membrana externa presente na parede celular das bactérias
de Gram negativo funciona como uma barreira a permeabilidade. Como outras
membranas bioldgicas, a membrana externa € fundamentalmente constituida por lipidos,
o que Ihe confere pouca permeabilidade para compostos hidrofilicos, sendo que estes
compostos, onde estdo incluidos os B-lactamicos, necessitam de canais de porina (canais
aquosos de difusdo a base de proteinas que s6 existem na membrana externa) que lhes
facilitem a entrada para o periplasma de modo a atingirem o seu alvo (Nikaido, 2003;
Suarez e Gudiol, 2009; Sousa et al, 2016d e e).

Lipopolissacaridec

membrana
externa

espago
periplésmico

« Mmembrana

fosfolipideos proteoglicanos plasmdética

Gram negativo

proteaghcanos

espaco
pernpldsmico

membrana
plasmética

fosfolipideos

Gram positivo

Figura 7. Parede celular de bactérias de Gram negativo (em cima) e de Gram
positivo (em baixo) (fonte: http://www.abcdamedicina.com.br)
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Este mecanismo de resisténcia é bastante atual, ouvindo-se frequentemente falar
de uma reducdo da entrada de antibi6ticos p-lactdmicos na célula bacteriana. Tal sucede
devido a existéncia de canais de porina inadequados a certos antibioticos p-lactamicos,
dai a resisténcia natural por exemplo de E. coli a Penicilina, que tendo carga elétrica ndo
entra nos canais de porina. Por outro lado pode dever-se a diminui¢cdo do numero de
canais de porina ou a alterages funcionais dos mesmos que resultam de resisténcia
adquirida (Fern&ndez et al., 2012; Sousa et al, 2016d). Como exemplos disto tem-se a
diminuicdo da susceptibilidade de P. aeruginosa a varios carbapenemos por perda da
porina OprD (Nikaido, 2003; Breilh et al., 2013; Fernandez et al., 2012); a resisténcia
aos carbapenemos em A. baumannii por perda de porinas CarO (Fernandez et al., 2012),
entre outros. Atualmente sabe-se que a diminui¢do do nimero de canais de porina pode
ser devida a mutacdes no gene que codifica para porinas ou em genes reguladores do

mesmo (Fernandez et al., 2012).

A inativacdo do antibidtico por B-lactamases e a expulsdo do antibiético para o
exterior da célula bacteriana por bombas de efluxo sdo mecanismos de resisténcia quase
exclusivos de bactérias de Gram negativo, sendo que o primeiro apresenta maior
impacto clinico. O segundo envolve proteinas transportadoras que impedem que 0
antibidtico chegue ao seu alvo bacteriano, porque é imediatamente expulso pelas
bombas de efluxo. Isto permite a bactéria prevenir a acumulacdo intracelular de

compostos toxicos (Sousa et al, 2016d).

3.1 Resisténcia através da producdo de B-lactamases:

Classificacao das p-lactamases

Segundo Rapp e Urban (2012) desde o final de 2009 foram determinadas mais
de 890 sequéncias de proteinas correspondentes a B-lactamases, surgindo por isso a
necessidade da sua classificacdo. N&o foi uma tarefa facil, pois 0 aparecimento de novas
B-lactamases tem levado a novas classificagbes e atualizacbes constantes. A
classificagdo de [-lactamases pode ser baseada na sua estrutura molecular
(Classificagdo de Ambler - 1980), ou em caracteristicas funcionais (Esquema de Bush-
Jacoby-Medeiros — 2010), ou numa combinacdo de ambos. O esquema de Bush
classifica as B-lactamases de acordo com 0s seus substratos prediletos e perfil dos seus
inibidores. Ja o esquema estrutural de Ambler classifica as f-lactamases de acordo com

as diferencas encontradas no centro ativo destas enzimas e as diferencas nas suas
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sequéncias de aminoacidos. As B-lactamases das classes A, C e D de Ambler utilizam
serina no seu centro ativo para hidrolise do substrato, sendo conhecidas por serino--
lactamases, enquanto as B-lactamases da classe B necessitam de ides de zinco divalentes
para hidrélise dos antibioticos B-lactamicos, sendo também conhecidas por metalo-p-
lactamases (MBLs). Estas enzimas de classe B ndo s@o inibidas pelos inibidores
classicos das B-lactamases (por exemplo, &cido clavulénico, sulbactam e tazobactam),
nem pelo &cido bordnico, nem pelo avibactam (inibidor das B-lactamases sem estrutura
B-lactamica), mas sim pelo acido etilenodiaminotetracéetico (EDTA), pelo ME1071 que
€ um novo inibidor especifico para MBLs derivado do acido maleico, e por agentes
quelantes tri- e tetra- do acido acético. O aztreonamo, Unico monobactamo utilizado na
terapéutica, quando usado em monoterapia tem a particularidade de ser ativo contra
bactérias produtoras de MBLs, porque nao é hidrolisado por estas carbapenemases
(Bush et al, 1995; Bush e Jacoby, 2010; Ramos, 2010; Rapp e Urban 2012;
Markogiannakis, 2013; Curcio, 2014; Arizpe, 2016; Sousa, 2016d).

Alguns exemplos de [-lactamases de cada uma das quatro classes da

classificacdo de Ambler sdo apresentados na seguinte Figura:

—{_Classe A _}J
« inclui as penicilinases, ou seja, as pB-lactamases de espectro reduzido

(por exemplo: TEM-1 e SHV-1), as P-lactamases de espectro
alargado (por exemplo: CTX-M-15) e carbapenemases (por exemplo:

KPC).
—{ _Classe B__}

e inclui as metalo B-lactamases (MBLs também conhecidas por
carbapenemases de classe B de Ambler; Imipenemases de Verona -
VIMs, Imipenemases - IMPs, outras).

_| Q!asse g i

 inclui as cefalosporinases codificadas cromossimicamente (por
exemplo: AmpC) ou em plasmideos (qAmpCs, por exemplo CMY-2).

{_ClasseD__}
« inclui as varias oxacilinases (OXA).

Figura 8. Exemplos de B-lactamases segundo a classificacdo de Ambler (adaptado de
Sousa el al, 2016)
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Atualmente nenhum antibiotico B-lactamico, com excec¢do do aztreonamo, €
capaz de atuar em bactérias produtoras de MBLs, e isto constitui um problema de salde
publica, pois quando surgem resisténcias ja ndo ha muitas alternativas dentro e fora dos
B-lactamicos devido a surgirem cada vez mais estirpes multirresistentes. Isto acontece,
por exemplo, devido ao facto das MBLs se disseminarem rapidamente para outras
estirpes, através de elementos genéticos moveis (plasmideos) que albergam

frequentemente muitos outros genes de resisténcia (Sousa et al, 2016b).

I Carbapenemases
1. Diversidade

As carbapenemases representam a familia mais versatil de B-lactamases, e
possuem a capacidade peculiar de hidrdlise da maioria dos B-lactamicos, incluindo os
mais potentes, especificamente os carbapenemos. As infe¢des causadas por bactérias
produtoras de carbapenemases sdo motivo de grande preocupacdo. Tal sucede porque
este tipo de bactérias apresenta enzimas inativadoras de um amplo conjunto de
antibioticos B-lactamicos e, adicionalmente tém a capacidade de acumular mecanismos
de defesa que as tornam resistentes a outras familias de antibi6ticos, como

aminoglicosideos, quinolonas, entre outros.

Esta familia de p-lactamases é classificada em trés classes moleculares, as
classes A, B e D de Ambler, apresentando diferentes perfis de hidrdlise para os
carbapenemos e outros B-lactdmicos, bem como diferentes perfis de inibicdo por

inibidores de B-lactamases (Nordmann e Poirel, 2014).

A classe A de Ambler inclui: i) carbapenemases de Klebsiella pneumoniae
(KPCs), que sdo clinica e epidemiologicamente as enzimas mais importantes desta
classe, sendo principalmente identificadas em isolados de K. pneumoniae, mas também
em isolados de Enterobacteriaceae (como por exemplo: E. coli, Enterobacter spp.,
Salmonella spp., Proteus mirabilis e Citrobacter freundii), sendo raras em isolados de
P. aeruginosa (Rapp e Urban, 2012; Nordmann e Poirel, 2014); ii) enzima Serratia
marcescens (SME); iii) ndo metalo-carbapenemase de classe A (NMC-A) isolada pela
primeira vez a partir de Enterobacter cloacae; iv) p-lactamases hidrolisadoras de
imipenemo (IMI) identificadas em isolados de E. cloacae/E. asburiae e v) algumas

variantes da familia de p-lactamases de espectro alargado Guiana (GES) recuperadas de
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isolados de P. aeruginosa e Enterobacteriaceae (Poirel, Pitout e Nordmann, 2007;
Queenan e Bush, 2007; Curcio, 2014; Nordmann e Poirel, 2014).

A classe B de Ambler inclui carbapenemases também conhecidas como MBLs,
incluindo, por exemplo: i) imipenemases (IMPs) identificadas em isolados de S.
marcescens; ii) imipenemases de Verona (VIMSs) identificadas principalmente em
bacilos de Gram negativo ndo fermentadores, como P. aeruginosa, A. baumannii e com
menos frequéncia em Enterobacteriaceae; e iii) MBL de Nova Deli (NDM-1)
identificada pela primeira vez num isolado de K. pneumoniae, sendo mais tarde
identificada em isolados de E. coli, C. freundii, E. cloacae e Morganella morganii
(Poirel, Pitout e Nordmann, 2007; Queenan e Bush, 2007; Curcio, 2014). Nesta classe
de carbapenemases incluem-se ainda outras enzimas menos frequentemente descritas,
tais como GIM-1, identificada em isolados de P. aeruginosa na Alemanha, SPM-1 em

varios clones de P. aeruginosa no Brasil e SIM-1 a partir de isolados de A. baumannii

na Coreia, entre outras (Poirel, Pitout e Nordmann, 2007).

A classe D inclui as carbapenemases do tipo OXA, que sdo encontradas quase
exclusivamente em A. baumannii, embora OXA-48 tenha sido identificada em

Enterobacteriaceae (como por exemplo K. pneumoniae e E. coli) (Curcio, 2014).

No entanto, alguns autores como Poirel, Pitout e Nordmann (2007) identificam
quatro classes de carbapenemases, ou seja, para além das classes supracitadas também
incluem as cefalosporinases de classe C de Ambler na familia das carbapenemases. Para
tal basearam-se na [-lactamase CMY-10, uma [-lactamase AmpC mediada por
plasmideo identificada num isolado de E. aerogens, a qual mostrou ser uma
cefalosporinase com algumas propriedades de carbapenemase (Poirel, Pitout e
Nordmann, 2007).

2. Propriedades enzimaticas gerais e especificas

Quanto aos perfis de hidrolise e inibicdo sabe-se que, todas as carbapenemases
de classe A tém a capacidade para hidrolisar uma ampla variedade de B-lactamicos,
incluindo carbapenemos, cefalosporinas de estreito e largo espectro, penicilinas e
monobactamos (por exemplo, aztreonamo) e todas sdo fracamente inibidas pelo acido
clavulénico e pelo tazobactam. Sabe-se no entanto que o acido borico é um bom

inibidor deste tipo de carbapenemases (Poirel, Pitout e Nordmann, 2007).
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As B-lactamases de classe B de Ambler sdo caracterizadas pela capacidade de
lactamases comercialmente disponiveis. Para além dos carbapenemos, a maioria destas
enzimas hidrolisa cefalosporinas e penicilinas, mas ndo possui capacidade de hidrolise
para monobactamos como o aztreonamo (Markogiannakis, 2013). O seu mecanismo de
hidrolise é dependente da interagdo das B-lactamases com os ides de zinco no local ativo
da enzima, motivo pelo qual a sua atividade é apenas inibida pelo EDTA, quelante de
ides Zn®* e outros catides divalentes, mas néo pelo 4cido clavulanico, tazobactam ou
sulbactam (Curcio, 2014; Rubin e Pitout,2014; Sousa et al, 2016d).

As B-lactamases de classe D de Ambler hidrolisam imipenemo e meropenemo,
mas tém pouca capacidade para hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro e
monobactamos como 0 aztreonamo. A sua atividade é fracamente inibida pelo acido
clavulanico, sendo inibida pelo cloreto de sédio (NaCl) (Poirel, Pitout e Nordmann,
2007; Queenan e Bush, 2007; Sousa et al, 2016d).

3. Principais grupos bacterianos produtores de carbapenemases

Quanto a epidemiologia das carbapenemases, no que respeita as espécies
bacterianas envolvidas, sabe-se que é bastante diversificada, como se pode ver nas
Figuras 9, 10 e 11. As carbapenemases de classe A tém sido maioritariamente descritas
entre espécies de Enterobacteriaceae, principalmente o tipo KPC, mas também séao
encontradas em P. aeruginosa (sobretudo o tipo GES); as carbapenemases de classe B
(metalo-carbapenemases), nomeadamente os tipos VIM, IMP e NDM, sdo
frequentemente descritas em isolados de Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e com
menos frequéncia em A. baumannii; as carbapenemases de classe D (oxacilinases)
encontram-se presentes tanto em espécies de Enterobacteriaceae (principalmente a
OXA-48), como em A. baumannii (OXA-51 ou OXA-23) (Poirel, Pitout e Nordmann,
2007; Curcio, 2014).
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Paises ndo participantes
- Casos ndo reportados /2
Ocorréncia esporadica i
Surto num hospital
Surtos esporadicos em hospitais
Disseminagéo regional

Disseminagéo inter-regional

Situagdes endémicas

Figura 9. Epidemiologia de Enterobacteriaceae produtores de carbapenemases na
Europa (adaptado de ECDC). Disponivel em: http://www.infarmed.pt.

Paises ndo participantes
Ocorréncia esporadica

Disseminagao regional

Situacdes endémicas

- Disseminagao inter-regional

Figura 10. Epidemiologia de Pseudomonas aeruginosa produtores de
carbapenemases na Europa (adaptado de ECDC, 2015). Disponivel em:

http://www.infarmed.pt.
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Figura 11. Epidemiologia de Acinetobacter baumannii produtores de
carbapenemases na Europa (adaptado de ECDC, 2015). Disponivel em:

http://www.infarmed.pt.

Existem, no entanto, outros grupos bacterianos resistentes aos carbapenemos por

producdo de carbapenemases, embora tenham menos relevancia a nivel clinico.

Estas estirpes sdo preocupantes porque para além de produzirem
carbapenemases sdo também resistentes a outras familias, sendo muitas vezes estirpes
produtoras de carbapenemases com caracteristicas de MDR, XDR ou PDR. As bactérias
produtoras de carbapenemases do tipo MDR, como por exemplo algumas estipes de K.
pneumoniae, sdo assim designadas devido a sua resisténcia in vitro a pelo menos um

agente em trés ou mais classes de antibioticos (Magiorakos, 2011).

Por outro lado, os organismos XDR, como alguns isolados ja descritos de A.
baumannii produtores de carbapenemases (Doi et al, 2009; Park et al, 2010), sdo
resistentes a quase todos os agentes antimicrobianos, sendo esta resisténcia conhecida
como resisténcia extrema, uma vez que os isolados bacterianos permanecem suscetiveis
a apenas uma ou duas categorias de antibioticos. Os organismos PDR, como algumas
estirpes de P. aeruginosa (Wang et al, 2006) ou A. baumannii (Bonnin, Nordmann e
Poirel, 2013) produtores de carbapenemases, sao definidos como nao suscetiveis a todos
0s agentes de todas as categorias de antimicrobianos testados (Magiorakos, 2011). Na

literatura sdo cada vez mais frequentemente descritas espécies produtoras de
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carbapenemases que adicionalmente exibem um fenétipo de MDR, XDR ou PDR,
sendo os exemplos mais frequentes: K. pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa.
Nesta época de extrema resisténcia, todos os paises devem estar alerta para a sua

detecdo rapida especialmente em situacdes de surtos hospitalares.

Estes organismos podem ser resistentes a todos 0s agentes antimicrobianos
disponiveis ou permanecer suscetiveis apenas a agentes potencialmente toxicos como as
polimixinas. Face ao nimero limitado de novos agentes antimicrobianos percebe-se que
0 problema do aumento da resisténcia antimicrobiana € bastante preocupante
(Magiorakos, 2011).

3.1 Epidemiologia de Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii produtores de
carbapenemases

A epidemiologia das carbapenemases a nivel geografico é muito variada, sendo
que a maior preocupacdo clinica se deve as cinco grandes carbapenemases mais
disseminadas no mundo: ndo metalo-carbapenemases — KPC (classe A) e OXA-23/-48
(classe D) e metalo-carbapenemases — IMP, NDM e VIM (Woodford et al, 2013;
Nordmann e Poirel, 2014; Poirel, Pitout e Nordmann, 2015).

Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases do tipo KPC foram
inicialmente relatadas nos Estados Unidos da América e na Grécia, disseminando-se
globalmente em poucos anos por todo o mundo, estando muito associadas & grande
disseminacéo de Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenemos (Curcio, 2014). Estas
bactérias sdo habitualmente associadas a infe¢des nosocomiais graves, incluindo
infecdes sistémicas, entre outras, e sdo codificadas por genes transportados em
plasmideos que sdo transferiveis entre bactérias de Gram negativo por conjugacao,
como E. coli, Klebsiella oxytoca e espécies de Enterobacter sp., Citrobacter sp. e
Proteus sp.. Na Europa, as bactérias produtoras de KPC foram encontradas
principalmente em areas endémicas, tais como, Grécia, Italia e Polénia surgindo como
endémicas também nos Estados Unidos, Puerto Rico, Colombia, China e em Israel. De
notar que KPC é a principal carbapenemase nos Estados Unidos da America e em
Portugal (Woodford et al, 2013 e Nordmann e Poirel, 2014; Rubin e Pitout, 2014; Doi e
Paterson, 2015; Poirel, Pitout e Nordmann, 2015).
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Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases do tipo OXA (OXA-48 e
suas varientes) foram identificadas pela primeira vez num isolado de K. pneumoniae,
em 2003 na Turquia. O gene OXA-48 geralmente é codificado num plasmideo e pode
atingir outras espécies de Enterobacteriaceae, como E. coli, mas a maioria dos casos foi
relatada em K. pneumoniae. Os isolados produtores de OXA-48 apresentam uma ampla
disseminacdo em todos os paises europeus, como Espanha, Bélgica, entre outros, e
pensa-se que para além da Turquia um dos seus principais reservatorios sejam paises do
norte de Africa, surgindo mais recentemente na regido do Golfo e na india (Nordmann e
Poirel, 2014, Doi e Paterson, 2015).

Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases do tipo VIM sdo endémicas
na Grécia e tém sido descritas em varios surtos a nivel mundial, como Brasil, Espanha,
Italia (prevalentes na parte sul da Europa), entre outros. Enquanto Enterobacteriaceae
produtoras de carbapenemases do tipo IMP tém sido relatadas com maior prevaléncia no
Japdo, China (continente asiatico) e Australia (Poirel, Pitout e Nordmann, 2007; Curcio,
2014; Nordmann e Poirel, 2014; Poirel, Pitout e Nordmann, 2015).

Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases do tipo NDM (como por
exemplo E. coli) apresentam como reservatorio primario o subcontinente indiano e
como reservatorios secundarios o Paquistdo, as Balcas e a regido do Golfo. Tendo sido
também identificadas em Franca e Marrocos (Nordmann, 2014; Doi e Paterson, 2015).

Em P. aeruginosa a ocorréncia de carbapenemases de classe A é esporadica,
sendo entre elas apenas detetadas, GES-2 (surto no sul de Africa em 2000), GES-5,
KPC-2 (Coldmbia) e KPC-5 (Porto Rico) (Zhao e Hu, 2010). As carbapenemases do
tipo KPC nos casos referidos sdo plasmidicas, estando por isso associadas a elementos
genéticos moveis. Devido a capacidade de K. pneumoniae como vetor de disseminacdo
de determinantes de resisténcia, chegaram a ser as carbapenemases mais expandidas

desta classe (Nicolau e Oliver, 2010).

A maioria das carbapenemases de classe B (IMP e VIM) podem ser detetadas
em P. aeruginosa onde geralmente sdo codificadas por estruturas genéticas maveis.
Sabe-se também que a maioria dos seus genes foram descobertos nesta espécie. A
primeira descoberta de IMP-1transferivel foi num isolado de P. aeruginosa em 1988 no

Japdo, existindo atualmente 26 tipos de IMP, dos quais 18 foram identificados em P.
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aeruginosa (Zhao e Hu, 2010). P. aeruginosa produtoras de carbapenemases do tipo

VIM tém sido descritas principalmente na Europa e do tipo IMP na Asia.

As carbapenemases de classe D séo raramente encontradas em P. aeruginosa,
sendo, por exemplo, OXA-40, a Unica carbapenemase transferivel desta classe detetada

em isolados clinicos em Espanha (Nicolau e Oliver, 2010).

Os isolados de A. baumannii produtores de NDM-1 foram identificados na
China e india, demonstrando resisténcia elevada a todos os p-lactamicos, incluindo
carbapenemos - imipenemo e meropenemo. Variantes de IMP também foram
encontradas em A. baumannii: IMP-1foi identificada em isolados na Itélia, Japédo e
Coreia do Sul; IMP-2 na Italia e Japdo; IMP-4 em Hong Kong; IMP-5 em Portugal;
IMP-6 no Brasil; e IMP-11 no Jap&o. As carbapenemases do tipo VIM foram raramente
identificadas em A. baumannii, havendo um relato de VIM-2 na Coreia do Sul. SIM-1
também é um tipo de carbapenemase adquirida encontrada em A. baumannii, tendo sido

descrita em isolados da Coreia do Sul (Poirel e Nordmann, 2006).

Isolados de A. baumannii produtores de carbapenemases do tipo KPC foram
identificados em Porto Rico.

Em relacdo as carbapenemases de classe D encontradas em A. baumannii, OXA-
23 é a mais difundida em todo o mundo, tendo sido identificada na Roménia, no Brasil,
na Coreia do Sul e na Polinésia Francesa. No entanto, Bonnin et al. descreveram em
2013 a existéncia de A. baumannii produtores de OXA-24/-40 prevalentes nos EUA,

Espanha e Portugal.

Isolados de A. baumannii produtores de OXA-27 foram identificados em
Singapura; OXA-49 foi identificado em isolados de A. baumannii na China; OXA-40
em isolados de A. baumannii resistentes a carbapenemos recuperados em Franga de um
paciente portugués, mostrando mais tarde tratar-se de uma carbapenemase disseminada
em Espanha e em Portugal. OXA-58 foi identificada em isolados clinicos de A.
baumannii de diversas origens geograficas, incluindo Espanha, Turquia, Roménia

Grécia, Austria, Reino Unido, Argentina, Kuwait e Italia (Poirel e Nordmann, 2006).
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4. Impacto clinico e novas opcdes terapéuticas para Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii produtores de
carbapenemases

O aumento da incidéncia da colonizacdo e infecdo por Enterobacteriaceae
resistentes aos carbapenemos (ERC) nas unidades de saude de todos os Estados-
Membros da UE tem vindo a preocupar os profissionais de satde que delas fazem parte.
Trata-se portanto de uma ameaga significativa que se deve ao facto das infecdes de ERC
estarem associadas a alta mortalidade, principalmente devido a atrasos na administragéo
de tratamento efetivo e a disponibilidade limitada de opcdes de tratamento efetivas
(Paiva, J. et al, 2014; Giske, C., 2017). Em Portugal, por exemplo, apesar da existéncia
de manuais de boas préaticas, diversa literatura e recomendacdes europeias de féacil
acesso, continuam a existir varias instituicbes nas quais as boas praticas ndo sdo
cumpridas. O agravamento desta situacdo € também devido a inconsciéncia da

gravidade do problema.

A situacdo de Portugal em relacdo a ERC nos ultimos anos ainda assim ndo se
equipara com a situacdo preocupante de alguns paises do sul e leste da Europa, no
entanto, tem-se vindo a assistir a um aumento significativo da incidéncia destas
bactérias devido a ocorréncia de alguns surtos hospitalares (Paiva, J. et al, 2014; ECDC,
2016). Assim sendo, para prevencdo da transmissdo de ERC e de outros
microrganismos (transmissdo cruzada) devem ser adotadas e implementadas de forma
eficaz, e o mais breve possivel, precaucdes basicas de prevencao e controlo de infecdo,
principalmente a higienizacdo das méos para todos os funcionarios e visitantes que
entram e saem da sala do paciente e a utilizacdo de equipamentos de protecdo individual
(EPI) adequados. Sendo também importante, principalmente no caso de ERC que se
transmite por contacto, seguir todas as boas praticas no ambito da higienizacao
ambiental (com desinfecdo vaporizada de peroxido de hidrogénio do meio ambiente),
gestdo de alimentos, roupas, residuos e equipamentos (como por exemplo ventiladores),
bem como precaugdes de isolamento baseadas na via de transmissdo, como por exemplo
quartos individuais e de isolamento. Na admisséo de doentes para internamento deveria
sempre ser feita uma avaliagdo de risco de colonizacdo ou infe¢do por microrganismos
resistentes a antibioticos e relevantes a nivel clinico e epidemiolégico. Para tal pode-se
recorrer a uma zaragatoa rectal para ver se 0s pacientes que vao ser internados tém

algumas das bactérias que tém vindo a ser abordadas neste trabalho. Caso se trate de um
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individuo de alto risco, este deve ser isolado preventivamente e com precaucdes de

contacto enquanto permanece internado (ECDC, 2011 e 2016; Savard e Perl, 2014).

As estirpes produtoras de KPC parecem apresentar elevada transmissibilidade, o
que veio limitar as opcOes terapéuticas para tratar infecOes causadas por estes
microrganismos, conferindo resisténcia ndo s6 aos carbapenemos, mas também a

maioria dos B-lactamicos, incluindo as cefalosporinas de espectro alargado.

Em Portugal, segundo dados de 2015 do ECDC, a resisténcia de K. pneumoniae
aos carbapenemos foi de 3,4%. Trata-se de uma resisténcia particularmente
preocupante, uma vez que os carbapenemos pertencem a familia de antibioticos de mais
largo espectro. Estes microrganismos normalmente colonizam o trato gastrointestinal.
Como possiveis opcdes de tratamento de infe¢bes causadas por organismos produtores
de KPC e de outras carbapenemases restam apenas a tigeciclina, as polimixinas [por
exemplo: colistina (polimixina E) e polimixina B] e os aminoglicosideos (por exemplo:

gentamicina, neomicina, tobramicina) (Rapp et al 2012 e Sousa, 2016e).

O controlo de infe¢des por Enterobacteriaceae resistentes a carbapenemos com
estes em monoterapia, ja ndo esta a ser suficiente para controlar infecdes. No entanto,
novas abordagens terapéuticas estdo a ser estudadas, como por exemplo a associacao de
dois carbapenemos para tratar Enterobacteriaceae resistentes a carbapenemos. Como
exemplo disto, existe um relato de infe¢do por K. pneumoniae tratada com associagédo
de dois carbapenemos, ertapenemo que tem afinidade para KPCs e servira para proteger
0 segundo carbapenemos (meropenemo ou doripenemo), permitindo que este se ligue as
PBPs. E uma alternativa interessante, mas serdo necessarios ensaios clinicos
controlados para determinar se SO existe esta combinacdo e se 0 sucesso desta
associacdo se deve por exemplo a um efeito Unico da combinacdo, ou se é devido a

maior quantidade de carbapenemos administrada (Doi et al, 2015).

As espécies de P. aeruginosa e Acinetobacter multirresistentes sdo selecionadas
pelo uso de antibioticos (especialmente o uso de fluoroquinolonas), podendo ser
transmitidas de pessoa para pessoa através, por exemplo, das maos dos profissionais de

salide ou por meio de contaminacdo ambiental.

P. aeruginosa contribui para 11% de todas as infegdes nosocomiais, que

resultam em altas taxas de mortalidade e morbidade, apresentando, segundo dados do
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ECDC, uma percentagem de resisténcia aos carbapenemos de 19,8% em Portugal
(ECDC, 2015). Trata-se de um organismo ndo fermentador que causa infecoes
especialmente entre imunocomprometidos, que tem como principal local de colonizagéo

o trato respiratdrio superior (Nicolau, 2010; Zhao, 2010).

Com o aumento da taxa de resisténcia de P. aeruginosa a carbapenemos foi
necessario procurar novas opc¢des de tratamento para infecGes provocadas por estas
bactérias. Para tal tem-se recorrido a colistina, antibiotico anfipatico ciclico, que embora
exiba nefrotoxicidade e neurotoxicidade, é a Ultima op¢do para o tratamento contra
estirpes MDR produtoras de carbapenemases de P. aeruginosa. Recorreu-se também a
varios estudos in vitro e alguns ensaios clinicos para identificar possiveis combinagdes
de antibidticos para tratar infecfes causadas por P. aeruginosa produtoras de
carbapenemases, dos quais resultaram algumas combinagdes, como por exemplo,
cefepime e amicacina; polimixina B com carbapenemos, aminoglicosideos ou
quinolonas (Chatterjee et al, 2016). A tigeciclina aqui ndo é uma boa opcdo porque P.
aeruginosa possui bombas de efluxo que expulsam a tigeciclina para fora da célula
bacteriana (Dean et al, 2002).

Segundo Chatterjee et al estdo a ser desenvolvidas terapias ndo antibidticas para
tratar infecOes causadas por P. aeruginosa produtoras de carbapenemases, que tém por
base a utilizacdo de probidticos e fagos. Estas pesquisas serdo abordadas com algum
detalhe mais adiante, sendo importante referir que alguns destes agentes terapéuticos
ndo antibioticos, isolados ou em associacdo com antibioticos, sdo bastante eficazes
contra estirpes de P. aeruginosa produtoras de carbapenemases resistentes a multiplos

farmacos.

Lactobacillus spp. constitui um exemplo de probidticos usados nestes estudos.
Trata-se de bactérias intestinais bem estudadas usadas para inibir o crescimento de
organismos patogénicos entéricos, como E. coli, Salmonella Typhi e Shigella spp., e
que estdo a ser estudadas para prevenir infe¢cbes em queimaduras e feridas. Chatterjee et
al refere também a existéncia de estudos onde foram avaliadas as capacidades do
probiotico Lactobacillus plantarum na inibicdo da patogenicidade de P. aeruginosa, por

inibicdo da elastase e da formacéo de biofilmes.
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A utilizacdo de fagos contra P. aeruginosa apresenta um interesse significativo,
estando a principal vantagem desta terapia relacionada com a sua atividade bactericida
contra estirpes MDR produtoras de carbapenemases de P. aeruginosa. No entanto, esta
terapia apresenta outras vantagens, como elevada eficacia em relacdo aos antibidticos
contra biofilmes de P. aeruginosa. Tal sucede, porque estes biofilmes que se encontram
por norma em catéteres e nas vias aéreas do paciente com fibrose cistica séo
extremamente resistentes aos antibidticos. Nesta terapia, a acdo dos bacteriéfagos
consiste em infetar a bactéria na superficie do biofilme, sendo que depois se replicam
para gerar uma maior concentracdo de fago no local da infecdo. Para além disto, os
bacteriéfagos produzem alginase, uma enzima que despolimeriza a capsula do acido
alginico da matriz do biofilme de P. aeruginosa e perturba assim o crescimento destas

bactérias em biofilmes (Chatterjee et al, 2016).

Os fagos apresentam outra grande vantagem: para além do supracitado, podem
ser geneticamente modificados e desta forma reduzir as respostas inflamatérias do
hospedeiro durante o tratamento. J& em ensaios clinicos de fase I, a terapia com fagos
demonstra ser segura para utilizacdo em humanos, e ensaios de fase Il demonstra
eficacia clinica no tratamento de otites cronicas causadas por P. aeruginosa produtoras

de carbapenemases resistentes aos antibidticos em pacientes diabéticos.

Atualmente, A. baumannii é, sem davida, um dos agentes patogénicos
responsaveis pelas infecbes nosocomiais adquiridas no hospital. A sua transmissao
ocorre por contacto direto com o paciente e com 0 ambiente que o rodeia, sendo que
existem estudos que revelam a necessidade de medidas de precaucdo de contacto
(principalmente relacionadas com a contaminagédo de luvas e roupas dos cuidadores).
Estas sdo essenciais para prevenir que estas bactérias sejam transmitidas para outros

pacientes pelos profissionais de satde (Doi et al, 2015).

Devido a prevaléncia de infecdes e surtos causados por A. baumannii produtoras
de carbapenemases resistentes a multiplos farmacos, poucos antibidticos séo eficazes
para o tratamento de infecBes causadas por esta bactéria (Abbott et al, 2013; Lee et al,
2017). Os carbapenemos (principalmente, imipenemo, meropenemo e doripenemo)
foram considerados antibiéticos eficazes para tratar infecdes por A. baumannii, no
entanto, os clinicos foram obrigados a pesquisar novas alternativas, devido a diminuigédo

da susceptibilidade de A. baumannii aos carbapenemos. As estirpes de A. baumannii

25



Carbapenemases em bacilos de Gram negativo: diversidade e impacto clinico

resistentes aos carbapenemos sdo também muitas vezes resistentes a quase todos (ou
mesmo todos) os outros antibidticos, permanecendo susceptiveis apenas a alguns
antibioticos, como por exemplo minociclina, tigeciclina e polimixinas (colistina e
polimixina B) (Abbott et al, 2013; Lee et al, 2017).

A minociclina, tetraciclina de amplo espectro, € uma excelente opcdo para o
tratamento de infe¢cBes por A. baumannii, uma vez que esta bactéria apresenta uma
elevada taxa de susceptibilidade em todo o mundo (cerca de 80%). Segundo Lee et al a
taxa de resisténcia a minociclina (cerca de 20%) pode ser facilmente resolvida se esta
for associada a colistina, sendo esta a polimixina que melhor funciona em infecdes por
A. baumannii. No entanto, tém surgido estirpes de A. baumannii resistentes a colistina
em todo 0 mundo, o que limita ainda mais as opg¢des de tratamento destas infecdes (Lee
et al, 2017).

Aponta-se como possivel alternativa terapéutica a colistina, a polimixina B, ndo
em monoterapia devido a nefrotoxicidade, mas em combinacdo com carbapenemos e
tigeciclina (Abbott et al, 2013; Lee et al, 2017). Estudos recentes para encontrar uma
alternativa aos carbapenemos e a colistina vao surgindo. Um deles revela que analogos
de endolisinas, enzimas liticas que degradam o peptidoglicano das bactérias, sdo uma
classe promissora de agentes antimicrobianos devido ao seu modo de acdo. Ou seja,
embora 0 seu mecanismo de acdo seja semelhante ao dos P-lactamicos, como estas
enzimas degradam diretamente o peptidoglicano, em vez das enzimas que participam na
sua sintese, a possibilidade do surgimento de um mecanismo de resisténcia é baixa (Lee
etal, 2017).

Como medidas de base para prevencdo da transmissdo de A. baumannii
resistente a carbapenemos em hospitais e outros locais de satde, enumeram-se o reforco
da limpeza do meio ambiente/superficies que rodeiam 0s pacientes, de dispositivos
médicos, capacidade adequada de laboratérios de microbiologia (incluindo detecéo
rapida de bactérias produtoras de carbapenemases e apoio no controlo de surtos pelas
mesmas), e capacidade suficiente de instalacdes de saude para isolamento de contacto
(ECDC, 2016b). No entanto as evidéncias apontam que a medida mais eficaz é a
higienizacdo das maos, podendo ser realizada com sab&o antisséptico (clorexidina a 2%)

antes e ap6s o cuidado dos pacientes. Estas medidas fundamentam-se na possibilidade

26



Carbapenemases em bacilos de Gram negativo: diversidade e impacto clinico

que existe de microrganismos resistentes permanecerem nas maos, objetos inanimados,

superficies/ambientes e de serem transmitidas de um paciente para outro.

Em relagdo ao papel do laboratério de microbiologia na execugdo de testes
laboratoriais de confirmagdo de bactérias produtoras de carbapenemases, sabe-se que
existem varias abordagens, podendo ser utilizados métodos moleculares ou néo-
moleculares. Nos laboratdrios de microbiologia clinica, os métodos ndo-moleculares séo
mais vidveis porque ndo requerem instrumentos e reagentes caros. O mais amplamente
usado era o teste Hodge modificado, no entanto, este teste apresenta frequentemente
falsos positivos e deteta apenas carbapenemases em geral. Foi desenvolvido mais
recentemente um teste cromogénico rapido, chamado "Carba NP" (Doi e Paterson,
2015), onde a hidroélise do imipenemo por carbapenemase bruta extraida dos isolados é
observada por alteracbes de cor num pogo de microtitulacdo. Um outro similar € o
“Blue-Carba” (Pires et al, 2013). Estes testes possuem sensibilidade equivalente e
especificidade superior em comparacdo com o teste de Hodge modificado, e tém a
vantagem adicional de ndo precisar de um dia extra de cultura para leitura dos

resultados.

Face a isto, e devido ao facto de nos altimos anos os isolados bacterianos
produtores de carbapenemases se terem disseminado globalmente, tem vindo a surgir
uma preocupacao cada vez maior face as elevadas taxas de morbilidade e mortalidade
associadas. Em suma, trata-se de microrganismos associados a infecGes nosocomiais
graves, associadas a elevada mortalidade e de dificil tratamento, sendo muito escassas

as opcOes terapéuticas eficazes (Oteo e Aracil, 2015).
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Concluséao

A crescente taxa de resisténcia aos antibiéticos em bacilos de Gram negativo,
associada ao decréscimo da sintese e desenvolvimento de novas classes de antibi6ticos,
leva a que os agentes terapéuticos atualmente usados estejam em risco de perda de
eficacia, sem que existam alternativas para o tratamento de diversas infecbes. Ha uma
associacdo entre o elevado consumo de uma classe de antibidticos e o maior
desenvolvimento de resisténcia a essa classe. Assim sendo, a elevada taxa de resisténcia
aos antibioticos leva a opcdo por esquemas de terapéutica antibidtica de mais largo
espectro, de forma a minimizar insucessos terapéuticos, aumentando, no entanto, a

pressao antibidtica e a probabilidade de desenvolvimento de resisténcias.

Na ultima década, o interesse clinico pelas polimixinas (por exemplo, colistina)
aumentou devido a dois fatores: surgimento de bactérias de Gram negativo resistentes a
carbapenemos, cefalosporinas e aminoglicosideos; e a dificuldade em encontrar novas
moléculas antibidticas eficazes. As polimixinas permanecem ativas contra a maioria
desses isolados multirresistentes, no entanto, a emergéncia da resisténcia a colistina
decorrente do aumento do seu uso é preocupante, uma vez que, em muitos casos, as

polimixinas sdo a Ultima opcdo terapéutica (Potron et al, 2015).

Mais do que uma ameaca, 0 aumento das taxas de resisténcia aos antibidticos em
diversos microrganismos e 0 aumento das taxas de incidéncia de infecbes por bactérias
produtoras de carbapenemases sdao uma realidade muito atual. Assim sendo, cabe as
unidades de saude consciencializar-se da gravidade da situacdo e persistir na pesquisa
de respostas eficazes, tendo presente que 0 paciente deve ser sempre protegido o

maximo possivel.

A emergéncia e disseminagdo da resisténcia a antibidticos deve ser reduzida. Tal
é possivel com a promocdo de um uso racional destes farmacos, ndo os utilizando
quando ndo sdo necessarios, e com a utilizacdo (quando estritamente indicados) de
antibioticos de espectro o mais estreito possivel, escolhidos se possivel com base em

dados de antibiograma, e apenas durante o0 tempo necessario.
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