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Resumo

Os microrganismos tém evoluido de modo a sobreviver a agao bactericida ou
bacteriostatica causada pelos agentes antimicrobianos, adquirindo resisténcia. O uso abusivo
de antibidticos foi um dos grandes fatores que impulsionou a perda de suscetibilidade das
bactérias aos mesmos. As bactérias possuem a capacidade de transmitir genes de resisténcia
entre bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes, através da transferéncia
horizontal de genes, o que aumenta a disseminagao das resisténcias antimicrobianas.

A resisténcia de bactérias produtoras de carbapenemases aos antibidticos tornou-se uma
das maiores preocupacoes de saude mundial, no ambito das infegcdes bacterianas. As
Klebsiella pneumoniae carbapenemases (KPC), sao B-lactamases pertencentes a classe A de
Ambler, conferindo resisténcia aos antibiéticos B-lactdmicos. A primeira carbapenemase
KPC foi identificada em 1996, nos Estados Unidos. Atualmente, as bactérias produtoras de
KPC estao disseminadas a escala global, existindo diversas zonas endémicas e varias variantes

da enzima detetadas, associadas a uma elevada morbilidade e mortalidade.

Abstract

The microorganisms have evolved to survive the bactericidal or bacteriostatic action
caused by antimicrobial agents, acquiring resistance. The overuse of antibiotics was one of
the major factors driving the loss of susceptibility of bacteria to these compounds. Bacteria
possess the ability of transmission of resistance genes between bacteria of the same or
different species, through horizontal gene transfer mechanisms, with consequent increase of
the antimicrobial resistance dissemination.

The carbapenemase-producing bacteria resistance to antibiotics has become a major global
health concern, related with bacterial infections. Klebsiella pneumoniae carbapenemases
(KPC), B-lactamases of the Ambler class A, confering resistance to B-lactamic antibiotics.
The first KPC carbapenemase was identified in 1996, in the United States. Currently, they
are spread on a global scale, existing several endemic areas and several variants of the

enzyme detected, associated with a high morbidity and mortality.
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Introducao

As infegoes tém sido uma das principais causas de doenga ao longo da historia da
humanidade. A descoberta acidental de um fungo produtor de penicilina, Penicillium notatum,
pelo microbiologista Alexander Fleming, em 1928, ao trabalhar com culturas de
Staphylococcus aureus, constituiu um passo gigante no campo da Microbiologia e permitiu o
combate de varias infegoes nos anos posteriores. Com a descoberta de varios mecanismos
de combate as bactérias e a introducao de diversos grupos de antibidticos, as infegoes
bacterianas comegaram a ser eficazmente combatidas e os niveis de mortalidade causados
por estas diminuiram radicalmente [1].

Os antibioticos podem apresentar uma agao bacteriostatica, impedindo o crescimento
bacteriano, ou uma acdo bactericida, levando a morte celular através da inibicio de
processos vitais para a célula bacteriana. Estes podem ser classificados por familias consoante
o seu mecanismo de agao: inibicao da sintese da parede celular; inibicao da sintese proteica
nos ribossomas; inibicado da sintese da membrana citoplasmatica; alteragao na sintese dos
acidos nucleicos; e alteragao do metabolismo celular [I,6].

Apesar das vantagens do uso dos antibidticos no combate a doengas infeciosas, os
microrganismos tém vindo a desenvolver mecanismos de resisténcia que causam um grande
impacto no tratamento eficaz das mesmas.

No inicio do século vinte e um, o tratamento de doengas bacterianas esta a tornar-se cada
vez mais complicado devido a resisténcia das bactérias aos antibioticos. O uso abusivo
destes farmacos, especialmente os de largo espetro durante as Ultimas décadas bem como a
escolha de terapéuticas antibacterianas nao especificas, por vezes através da experiéncia
empirica, permitiram a evolugao dos microrganismos, no sentido de desenvolvimento e
aquisigao de resisténcia aos antibioticos [2].

De acordo com o padrao de resisténcia adquirida, as bactérias podem ser classificadas em:
mulitirresistente (MDR-“multidrug-resistant”), extensivamente resistente (XDR- “extensively
drug-resistant”) e pan-resistente (PDR- “pandrug resistant”). Muitas definicdes tém sido
dadas para MDR, XDR e PDR de forma a caraterizar as diferentes formas e tipos de
resisténcia aos antimicrobianos, tendo estas sido harmonizadas por um grupo de peritos
internacionais em trés reunioes impulsionadas pelo Centro Europeu de Prevencao e
Controlo de Doenga (ECDC) pelos Centros de Controlo e Prevencao de Doenga (CDC)
em 2008, 2009 e 2010 [3].
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De acordo com as definigoes atuais, uma bactéria MDR nao é suscetivel, a pelo menos um
agente em trés ou mais categorias de antimicrobianos; uma XDR carateriza-se pela nao
suscetibilidade a, pelo menos, um agente em todas as familias de antibioticos, mas suscetivel
a uma ou duas familias; e uma bactéria PDR é definida como nao suscetivel a todos os

agentes de todas as familias de antimicrobianos [3].

|- Superbactérias
l.1- Contexto atual

As superbactérias sao estirpes bacterianas que apresentam caracteristicas de
multirresisténcia a varios tipos de antibidticos, podendo até ser resistentes a todas as
familias de antibioticos (PDR) e apresentam sérias consequéncias na morbilidade e
mortalidade dos doentes [4]. O desenvolvimento destas superbactérias pode estar associado
a condigoes ambientais que possibilitam essa resisténcia, com mecanismos de resisténcia
intrinsecos ou adquiridos, com ambientes hospitalares que propiciam um quadro de fatores
desfavoraveis (doentes debilitados, pos-cirurgia, mas condi¢oes de higienizacao, etc) e ainda

com o uso de antibidticos noutros contextos, como na agricultura e pecuaria [2,4].

|1.2- Preocupacoes

Para a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a resisténcia aos antibioticos é considerada
uma ameaca global. Foram analisados dados de |14 paises e verificou-se que a resisténcia
bacteriana alastrou-se a todas as regioes do planeta.

A OMS alerta para a necessidade de desenvolvimento de novos antibioticos, sendo que
cada pais deve tomar medidas com o objetivo da racionalizagao do seu uso e retardar os
processos de disseminagao da resisténcia das bactérias [2].

Um estudo britanico calculou as taxas de mortalidade provocadas pelas superbactérias,
assim como o seu impacto economico nos sistemas de salide. Atualmente, as infegoes
provocadas por superbactérias associadas a doengas como a tuberculose, infe¢oes por E. coli
e por Klebsiella pneumoniae, matam cerca de 700 mil pessoas por ano em todo o mundo. De
acordo com as projegoes deste estudo, as mortes anuais relacionadas com doengas
provocadas por bactérias resistentes a antibioticos poderao ultrapassar, em 2050, os 10

milhoes, com maior incidéncia na Asia e em Africa [5].
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E importante ter consciéncia desta ameaca global e desenvolver solucées. Segundo o
relatério sobre a vigilancia global da resisténcia bacteriana de 2014 da OMS a
multiresisténcia aos antibidticos ja nao € uma previsao para o futuro, ja estd a acontecer no
presente. Sem agao urgente e coordenada, o mundo esta a caminhar rumo a uma era “pos-
antibiotico” em que ferimentos e infe¢oes comuns trataveis durante décadas, podem voltar a

matar [2].

2- Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana € uma resposta inata ou desenvolvida pelas bactérias de modo a
sobreviverem ao ataque de agentes antibacterianos e pode ser definida como a capacidade
de resistir a concentragoes clinicas de antibioticos [6].

Os mecanismos de resisténcia bacteriana podem ser intrinsecos ou adquiridos. A
resisténcia intrinseca ocorre sem exposi¢ao primaria ao agente antimicrobiano, sendo uma
caracteristica inerente ao microrganismo, comum a todas as estirpes da mesma espécie. Por
exemplo, a auséncia de parede celular em Mycoplasma spp. permite que estes sejam
naturalmente resistentes a todos os antibioticos [-lactimicos. A resisténcia adquirida é
limitada a determinados isolados de uma espécie, podendo resultar da ocorréncia de
mutagoes ou da aquisigdo de genes através de mecanismos de transferéncia horizontal de

genes [6,7].

2.1- Mecanismos de resisténcia
As bactérias podem ser resistentes aos antibioticos através de diferentes mecanismos:

- Inativagao do agente antimicrobiano: produgao de enzimas que inativam o antibidtico,
por exemplo a hidrélise dos [-lactimicos pelas [-lactamases e a acetilagio dos
aminoglicosideos pelas acetilases (mecanismo de inativagao enzimatico) [7];

- Alteragao da permeabilidade da membrana externa: diminuicao da permeabilidade da
membrana externa das bactérias Gram negativo, ocorrendo diminuicao da entrada das
moléculas do agente antimicrobiano, perda de fungao das porinas (que facilitam a difusao de
farmacos) ou auséncia de porta de entrada (por exemplo: resisténcia aos carbapenemos por
auséncia de OprD-canal de aminoacidos basicos em Pseudomonas aeruginosa) [1];

- Alteracao do alvo: carateriza-se pela diminuicao ou auséncia de afinidade do agente
antimicrobiano ao local de ligagao, devido a alteragoes da estrutura do alvo (por exemplo: a

metilagao do ribossoma por metilases - macrolidos) [7];
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- Bomba de efluxo: consiste em proteinas presentes na membrana que provocam um
transporte ativo dos antibidticos do meio intracelular para o meio extracelular (por

exemplo: AcrB em E.coli) [1].

2.2- Mecanismos de transferéncia de genes

A transferéncia vertical de genes ocorre durante a reprodugao assexuada, através de
divisao binaria, em que as células-filhas herdam o material genético da célula-mae. Mutagoes,
erros na sintese de acido desoxirribonucleico (ADN) durante a replicagao e falhas nos
sistemas de reparagao de ADN, sao também herdados pela descendéncia [8].

A transferéncia horizontal de genes é um processo de troca de material genético entre
bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes, podendo ocorrer por conjugacao,
transdugao e transformacao [9].

A conjugagao resulta na transferéncia unidirecional do ADN de uma célula dadora para
uma célula recetora, mediada por plasmideos. Os plasmideos sao pequenos elementos
genéticos que se replicam independentemente do cromossoma bacteriano. Na sua maioria
sao moléculas de ADN circulares, de cadeia dupla, que variam de 1.500 a 400.000 pares de
bases, podendo codificar genes que trazem vantagens de sobrevivéncia a bactéria, tais como
genes de resisténcia aos antibioticos e genes de fatores de viruléncia [8,9]. Alguns
plasmideos partilham o mesmo mecanismo de replicagao e pertencem ao mesmo grupo de
incompatibilidade (Inc), sendo incompativeis entre si [8]. A conjugacao requer um contacto
intimo entre duas células através de um pili sexual. A célula dadora, designada por F, tem
um plasmideo F ou Fator F (de fertilidade) que permite a transmissao de material genético,
enquanto a célula recetora, sem esse plasmideo, se designa F” (como esta representado na
figura |). A conjugagao possibilita a transferéncia de material genético entre espécies

diferentes e € comum entre bacilos Gram negativo [8,9].

Citoplasma F-

F+
y Parede\celular
%
5

Plasmideo de conjugaciao Gene resistente

Cromossoma

E O ([ 2)

> & =)

Plasmideos de

conjugacio

(= 1)) (D =)

Figura |: conjugacio, mediada por plasmideos entre uma célula dadora F+ e um célula recetora F-

[32].
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Na transducao, as moléculas de ADN sao transferidas de uma bactéria para outra através
de virus, designados por bacteriofagos. Os bacteriofagos incorporam o ADN de uma
bactéria hospedeira anterior no seu revestimento proteico externo. Ao infetar outra
bactéria, o ADN bacteriano é transferido conjuntamente com o ADN do virus (Figura 2). Se
a bactéria sobreviver a infegao viral, pode passar a incluir os genes de outra bactéria no seu
genoma, incluindo genes de resisténcia a antibioticos, o que pode alterar o seu perfil de

suscetibilidade [8,9].

A célula sofre lise, o bacteriofago
infeta outra célula e liberta o ADN
da célula dadora

Replicagdo do

bacteriéfago { Transdugio

Infegdo por bacteriofago,
mal sucedida

degradagio do ADN do
hospedeiro

Transdugio
bem-sucedida

Organizagio do
ADN viral e

: Bacteriofago
bacteriano 8

de transdugio

Integragao do ADN do dador

Figura 2: Representagio esquematica do mecanismo de transdugao, através de bacteriofagos [9].

Na transformacgao, a bactéria capta fragmentos de ADN dispersos no meio ambiente,
sendo estes incorporados no seu genoma nNum processo que ocorre espontaneamente na
natureza, por meio de recombinacao homodloga. Esse ADN pode ser proveniente, por
exemplo, de bactérias mortas. Para acontecer a transformacao, as células tém que ser
competentes de modo a serem capazes de captar o ADN para o interior da célula e inserido
no cromossoma hospedeiro. Este processo é aleatério e qualquer por¢ao do genoma pode

ser transferido entre bactérias [8].

Moléculas d}l} DA livres
—)

Céluta bactedana —

Figura 3: Representagdo do mecanismo de transferéncia de genes através da transformagio [8].
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3- B-lactamases
3.1- Parede celular bacteriana

As bactérias sao microrganismos procaridticos (Figura 4), isto é microrganismos
unicelulares sem membrana nuclear, mitocondrias, complexos de Golgi ou reticulo
endoplasmatico, que se reproduzem por divisao assexuada [9]. A parede celular faz parte da
constituicio de grande parte das bactérias e exerce fun¢oes de rigidez e protegao,
revestindo externamente a célula bacteriana, anexa a membrana citoplasmatica. Um dos
constituintes da parede celular é o peptidoglicano (constituinte predominante em bactérias
Gram positivo), que consiste numa rede rigida que é composta de cadeias lineares de
polissacarideos, unidas por ligacoes cruzadas. O polissacarideo ¢é constituido de

dissacarideos repetidos de N-acetilglicosamina (NAG) e acido N-acetiimuramico (NAMA)

[1].

Cromossoma
circular simples

Parede celular ~ Peptidoglicano superespiralado

Citoplasma rico Plasmidio
em ribossomas

Membrana celular
(local de respiragéo celular)

Figura 4: Estrutura de uma célula procariética [9].

Resumidamente, a biossintese do peptidoglicano passa por 3 etapas:
-1: Fase citoplasmatica — sintese de pentapeptideos de NAG e NAMA, constituintes do
peptidoglicano em construgao;
-2: Fase membranar — transporte desses pentapeptideos através da membrana
citoplasmatica, alterando-os;
-3: Fase parietal — colocacao dos pentapeptideos na parede celular da bactéria em
crescimento e promogao da ligagao entre estes e a parede existente [1].
Os antibioticos P-lactdmicos inibem a biossintese do peptidoglicano na sua fase terminal
(parietal).
A biossintese do peptidoglicano na fase parietal requer a quebra de ligagdes covalentes no

peptidoglicano, por acao de autolisinas bacterianas (enzimas hidroliticas do peptidoglicano

12
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elaboradas pela propria bactéria), para permitir a inser¢cao de novo peptidoglicano recém-
sintetizado no citoplasma e transportado através da membrana citoplasmatica bacteriana.
Isto pressupoe a intervengao das enzimas D-D-carboxitranspeptidases, localizadas no folheto
externo da membrana citoplasmatica. Estas enzimas promovem o estabelecimento de pontes
interpeptidicas (“cross-linking”) entre cadeias peptidicas vizinhas do peptidoglicano em
crescimento e sao também designadas por proteinas de ligagao da penicilina (PBPs), uma vez
que os antibioticos B-lactamicos podem ligar-se a elas [1].

Os antibioticos P-lactaimicos inibem irreversivelmente as D-D-carboxitranspeptidases,
impedindo o “cross-linking” (Figura 5) e induzindo a libertagao de enzimas autoliticas que
degradam a parede celular pré-formada, sendo essencial que o anel B-lactimico do agente
tenha intacta a ligagao CO-N (Figura 6) [I].

A destruicao do peptidoglicano, que é um componente essencial da parede celular
bacteriana e que confere rigidez a célula e protecao as alteragdes osmoticas, leva a lise da

bactéria [I].

P D - Giu
__ mNama” Lo-Lys I
=T e L - Ala > e T BRABAL:
. NAaG e i s L - Ala
- e ___ NAaG o S~ O - Giu
D - Ata "~ . S~. w - Lys
= N NAMA B < Ata
B s L - Ala
e NAG r % ‘D - Glu
il Lo Lys

Figura 5: Local de inibi¢do da biossintese do peptidoglicano por B-lactamicos [I].

3.2- Caraterizacao

As p-lactamases sao enzimas que inativam os antibidticos B-lactimicos (incluem as
penicilinas, cefalosporinas, monobactimicos e carbapenemos), os quais possuem na sua
estrutura um anel B-lactamico constituido por trés atomos de carbono e um de nitrogénio
com radicais substituintes e formando uma ligagao CO-N. O anel fdactamico pode aparecer
fundido a estruturas ciclicas, como sucede nas penicilinas, nas cefalosporinas e nos
carbapenemos, ou ligado a radicais nao ciclicos, como acontece nos monobactamos. As f3-
lactamases catalisam a hidrolise do anel B-lactamico dos antibiéticos B-lactamicos, clivando o
grupo amida. A resisténcia aos antibidticos B-lactamicos depende do tipo de B-lactamase, da

quantidade de enzima produzida, da localizagao celular da enzima, da afinidade da enzima

13
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para o agente antimicrobiano, da capacidade da enzima em hidrolisar o anel B-lactamico e da
velocidade com que o agente B-lactimico penetra na membrana externa (no caso das
bactérias Gram negativo) [10].

As B-lactamases estao amplamente distribuidas, quer em bactérias Gram positivo quer em
bactérias Gram negativo. As diferentes enzimas podem ser distinguidas com base nas suas
propriedades cataliticas e moleculares, mas apenas a determinagio da sequéncia de
aminoacidos da a informagao sobre qual a filogenia molecular. As [-lactamases, cuja

sequéncia de aminoacidos é conhecida, sao divididas por grupos homologos [10].
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Figura 6: Sub-grupos dos antibiéticos B-lactimicos. Destaque para o anel B-lactimico comum a

todas as estruturas quimicas [33].

3.3- Classificacao

As classificagoes mais amplamente utilizadas para distinguir as diferentes PB-lactamases sao
baseadas na sequéncia dos aminoacidos nas moléculas das p-lactamases, proposta por
Ambler (1980), e na relagao do perfil de substrato e dos inibidores com a sua estrutura
molecular, proposta por K. Bush, Jacoby e Medeiros (1995), representadas na tabela I. Na
classificacaio de Ambler, as B-lactamases estao organizadas em 4 classes moleculares (A, B, C
e D). As enzimas pertencentes as classes A, C e D possuem um aminoacido serina no centro
ativo da enzima [l 1]. Inicialmente as B-lactamases eram divididas em classe A - serino [-
lactamases, com local ativo na serina e em classe B - metalo -lactamases, caraterizadas por
possuirem um iao de zinco no seu local ativo. Mais tarde, uma nova classe de serino [-
lactamases foi descoberta, tendo pouco semelhanga na sequéncia de aminoacidos em relagao
a classe A, sendo criada a classe C. Outra classe de serino P-lactamases com poucas
semelhancas moleculares relativamente a classe A e C, conhecida como as oxacilinases

(OXA B-lactamases), foi designada classe D. Na classificagao de Bush, Jacoby e Medeiros, as
14
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B-lactamases eram divididas por grupos (I, 2, 3, 4 e respetivas subdivisoes), tendo esta sido

atualizada em 2009, por Bush e Jacoby, incluindo 3 grupos e respetivas subdivisoes [12].

Note-se que na presente monografia utilizarei a classificagao proposta por Ambler.

A denominagao das P-lactamases nao segue nenhuma norma, sendo estas designadas de

acordo com o nome do doente em que foram isoladas (exemplo:TEM, isolado de uma

estirpe de E. coli da doente grega Temoniera); de acordo com o seu substrato (exemplo:

OXA, atividade contra oxacilina); pelas suas propriedades bioquimicas (exemplo: CTX, com

maior atividade contra cefotaxima) ou com o nome do hospital/cidade em que foi isolada

(exemplo: MIR, Miriam Hospital ou NDM, New-Delhi B-lactamase) [I].

Grupo Classificagao | Perfil de Inibido por: Enzimas
Bush-Jacoby | De Ambler Hidrdlise (Substrato) AC/TZB EDTA | Representativas
| C Cefalosporinas Nio Nio E.coli AmpC,P99,Act-|
le C Cefalosporinas Nao Nao GCl, CMY-37
2a A Penicilinas Sim Nao PCI
2b A Penicilinas Sim Nao TEM-1, TEM-2, SHV-I
Cefalosporinas de primeira
geragao
2be A Cefalosporinas de largo Sim Nao TEM-3, SHV-2
espectro, Monobactamos
2br A Penicilinas Nio Nio TEM-30, SHV-10
2ber A Cefalosporinas de largo Nao Nao TEM-50
espectro, Monobactamos
2c A Carbenicilina Sim Nao PSE-I, CARB-3
2ce A Carbenicilina, Cefepima Sim Nao RTG-4
2d D Cloxacilina Variavel Nao OXA-I, OXA-10
2de D Cefalosporinas de largo Variavel Nao OXA-I'1, OXA-15
Espectro
2df Carbapenemos Variavel Nao OXA-23, OXA-48
2e A Cefalosporinas de largo | Sim Nao CepA
espectro
2f A Carbapenemos Variavel Nao KPC-2, IMI-1, SME-I
3a B (BIl) Carbapenemos Nao Sim IMP-1, VIM-1, CerA,IND-I
B (B3) LI, CAU-1, GOB-I, FEZ-1
3b B (B2) Carbapenemos Nao Sim CphA, Sth-1

Tabela I: As duas classificagSes de B-Lactamases em vigor [12].

Legenda: AC-Acido Clavulanico; TZB-Tazobactam; EDTA-Acido etilenodiamino tetra-acético
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3.3- Mecanismos de Resisténcia

As B-lactamases representam o principal mecanismo de resisténcia das bactérias aos
antibioticos B-lactamicos, atraves da inativagao enzimatica destes agentes. A hidrélise do anel
B-lactdimico é feita pelas P-lactamases no espago periplasmatico, podendo utilizar dois

mecanismos diferentes [10].

O primeiro mecanismo utiliza a via éster-serina (classes A, C e D), com o centro-catalitico
de serina, dado que ha ataque nucleofilico do grupo —OH da serina ao C do anel B-lactamico,
dando origem a um intermediario acil-enzima (peniciloilenzima) e catalisa a desacilagao muito
eficazmente (Figura 7). No final a enzima é libertada, continuando ativa e disponivel para
hidrolisar outras moléculas de antibidtico. Admite-se que as serino-fB-lactamases sao
semelhantes as PBPs, havendo alguma homologia de aminoacidos. As PBPs acilam os f-
lactamicos, mas diferem das P-lactamases dado que a desacilagao ocorre lentamente ou nao
ocorre [1,10].

No segundo mecanismo sao utilizados ides de zinco no centro ativo em vez de serina
(metalo-B-lactamases, pertencentes a classe B), diferindo das serino-B-lactamases porque nao
ha a formagao do intermediario peniciloilenzima, ocorrendo o ataque direto ao anel B-

lactamico (Figura 8) [1].
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Figura 7: Mecanismo de inativagdo de antbioticos B-lactimicos com B-lactamases com serina no

centro ativo [1].
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Figura 8: Mecanismo de hidrélise de um B-lactimico por uma metalo-f-lactamase [1].
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3.4- Carbapenemases

As carbapenemases sao P-lactamases com capacidades hidroliticas versateis. Possuem a
capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenemos. Os
carbapenemos (exemplos: imipenemo, meropenemo e ertapenemo) diferem dos outros -
lactdmicos dado que n3ao possuem um atomo de S no anel anexo ao f-lactamico, mas sim
uma ligagao insaturada. Para além disso, enquanto os [-lactimicos classicos possuem
aminoacil com configuragao cis na cadeia lateral, os carbapenemos possuem hidroxietil e
com configuragao trans (Figura 6) [1].

Os carbapenemos sao os antibioticos B-lactimicos de maior espectro de atividade, dada a
sua facilidade de difusiao através dos canais de porina, que condicionam a permeabilidade da
membrana externa, e elevada estabilidade a hidrolise por B-lactamases, como TEM-I, SHV-I,
IRT. As bactérias produtoras de carbapenemases podem dificultar severamente o combate
as infegoes, nos quais devida a eficaz atividade dessas enzimas, os agentes beta-lactimicos
sao inativados, incluindo os carbapenemos [1,13].

As carbapenamases podem pertencer a classe A, B ou D de Ambler. As carbapenamases
de classe A requerem uma serina na posicao 70 do local ativo e incluem membros das
familias SME, IMIl, NMC GES e KPC. Destas, as carbapenamases KPC, sio as mais
prevalentes, sendo encontradas principalmente em plasmideos em K. pneumoniae. As mais
comuns da classe B sao as IMP e VIM. As carbapenamases de classe D consistem nas do tipo
OXA-B-lactamases e exibem um fraco poder hidrolitico sobre os carbapenemos, o que as
distingue das outras carbapenemases, sendo frequentemente detetadas em Acinetobacter

baumannii [13].

4- Enzima KPC
4.1- Origem e Caracteristicas

As bactérias produtoras de K. pneumoniae carbapenemase (KPC) representam um grupo
emergente de bactérias Gram negativo. Esta enzima é predominantemente encontrada em
enterobactérias, causadores de infecoes altamente resistentes a antimicrobianos e associadas
a uma significativa taxa de mortalidade [14].

O primeiro membro da familia KPC foi descoberto através do Projeto de Vigilancia
Intensivo de Epidemiologia de Resisténcia Antimicrobiana (ICARE) num isolado clinico de K.
pneumoniae na Carolina do Norte, Estados Unidos, em 1996 [I5]. Este isolado era resistente

a todos os B-lactamicos testados, embora na presenca do acido clavulanico a concentragao
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.....

enzima ocorrido num isolado de K. pneumoniae e como a enzima de resisténcia era uma
carbapenemase, essa [-lactamase foi designada de KPC-1 (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase). A descoberta da KPC-1 foi seguida de varios relatos de outras variantes da
enzima por outras partes do mundo, tendo ja sido detetadas pelo menos || variantes
[14,15].

Curiosamente, uma recente corregao na sequéncia genética de KPC-I revelou que KPC-I
e KPC-2 sao enzimas idénticas, e portanto a designacado KPC-1 nao deve ser mais usada.
Através da andlise de arvores de segmentagao, a KPC-2 é provavelmente a enzima ancestral
da qual derivam as outras variantes de KPC. As variantes de KPC identificadas s6 diferem de
KPC-2 por alteragoes menores de nucleétidos em 4 codoes diferentes (nucledtidos 147,
308, 716 e 814). Por exemplo, KPC-3 difere de KPC-2 por uma U(nica base azotada de
substituicao (814C para 814T); KPC-6 difere de KPC-2 por uma substituicao de base (716T
a 716G). As variantes de KPC também diferem nas suas propriedades cinéticas e na sua
capacidade de hidrolisar os diferentes -lactamicos [16].

Apesar de K. pneumoniae ser a espécie que apresenta KPCs com maior prevaléncia, a
enzima ja foi identificada noutras espécies bacterianas. Em 2009, o CDC propos a mudanga
do termo KPC para Enterobacteriaceae carbapenemo resistente (CRE), pois estaria mais
adequado, uma vez que existem varias espécies de bactérias Gram-negativo que podem

possuir esta enzima. Contudo, o termo KPC continua a ser utilizado [17].

4.2- Gene bla,pc

A familia KPC é codificada pelo gene blay,., cujo potencial para o aparecimento em
diferentes espécies e disseminagao geografica é explicado em grande parte pela sua
localizagdo, na maioria dos casos, num transposao do tipo Tn3, Tn440/, com
aproximadamente 10 kb, sendo bastante comum em estirpes da sequéncia tipo ST258. Este
transposao € um elemento genético capaz de se inserir em diversos plasmideos de bactérias
Gram negativo [18,19].

O Tn4401 é delimitado por 2 sequéncias imperfeitas repetidas e invertidas, tendo no seu
interior o gene bla,sc, a Tn3 transposase, a Tn3 resolvase e duas sequéncias de insergao,
ISKpné e ISKpn7. Entre o ISKpn7 e o bla,,- pode existir uma delegao de 100 a 200 pares de
bases, determinando as variantes do Tn440/. Em contraste, as estirpes pertencentes a

sequéncia tipo ST | | e ST442, apesar de também abrigarem o gene bla,;., contém elementos
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genéticos que sao distintos das estirpes com sequéncia tipo ST258, compartilhando apenas
2 kb da sequéncia do Tn4401 [18].

Estas descobertas sugerem que as estirpes ST258 sao estirpes hibridas que surgiram a
partir de uma estirpe ST | ancestral que adquiriu um segmento cromossomico contiguo a
partir de uma estirpe tipo ST442 por recombinagao de ADN. A identificagao dos elementos
genéticos distintos que normalmente estao presentes nas estirpes portadoras de blayc
(ST258, STI1 e ST442), indica que o gene blay, foi transferido para a estirpe ST258 por
transferéncia horizontal de genes (e nao por transmissao vertical a partir de STI| ou
ST442), apos os eventos de recombinagao [20].

A propagagao de genes de resisténcia a antibioticos, como blay;., é facilitada pelos
mecanismos de transferéncia horizontal de genes entre bactérias, neste caso especialmente
através de plasmideos, aumentando a distribuicao geografica de genes de resisténcia aos

antibioticos mais eficazes [18].

4.3- Métodos de detecao

A detegao de bactérias Gram negativo produtoras de carbapenemase é um desafio, uma
vez que ja foram descritas pelo Instituto de Padroes Clinicos e Laboratoriais (CLSI), KPCs
intervalo de suscetibilidade, nao existindo um método universal para a detegao de bactérias
produtoras de carbapenemases [21].

Existem varios métodos fenotipicos de detecao de carbapenemases, tais como o Teste de
Hodge modificado (THM), o Teste de Disco combinado (CDT) e E-Teste (E-Test) [21].

De acordo com as diretrizes do CLSI [22], a detecao de uma bactéria produtora de
carbapenemases baseia-se num método de rastreio inicial para a resisténcia ao ertapenemo e
ao meropenemo pelo método de difusio de disco ou da determinagao da CMI, seguido do
teste de Hogde modificado para confirmagao (Figura 9). O THM apresenta elevada
sensibilidade para detegao de carbapenemases, mas nao é especifico para KPC [21,22].

Para a realizacio do THM é feita uma diluicio de 0.5 McFarland (1.5x10® células/ml) de E.
coli ATCC 25922 (estirpe de referéncia), seguida de uma diluigdo |:10 em Mueller- Hinton
liquido. Esta é depois inoculada numa placa com Mueller-Hinton agar. No centro da area
teste € colocado um disco de ertapenemo ou meropenemo (10pg) e os microrganismos a

testar sao semeados do bordo do disco para a periferia da placa, sendo incubados durante
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16-24h, a 35+-2°C. Apos este periodo, como se pode constatar na figura 9, um resultado
positivo (I e 3) para carbapenemase mostra crescimento de E. coli ATCC 25922, que em
condigbes normais seria sensivel ao ertapenemo, dentro do halo de inibicao deste
antibiotico. Um resultado negativo para a produgao de carbapenemases (2) nao apresenta

crescimento de E. coli ATCC 25922 [32].

Inoculado de E.coli

Positivo =

- Disco de Erfapenemo

——— THM negativo

Incubado a 37°C. 24h

Figura 9: Teste de Hodge modificado [24].

A detecao do gene bla,c devera ser feita através da reagao de polimerase em cadeia

(PCR), utilizando primers apropriados para a detegao de todas as variantes da enzima [23].

4.4- Distribuicio mundial de KPC

A rapida disseminagao global de KPC pode ser atribuida a uma combinagao de trés
principais fatores sociais e microbiologicos: viagens internacionais, transmissao das bactérias
de paciente para paciente e transferéncia de genes de resisténcia entre espécies [16].

Das variantes genéticas de KPC identificadas, a KPC-2 e KPC-3 sao as mais comuns em
casos clinicos e na maioria dos surtos epidémicos. A KPC-2 é a mais predominante em todo
mundo, com surtos decorrentes nao sé nos Estados Unidos, mas também na Europa,
especialmente na Grécia, e na China. A KPC-3 tem sido detetada principalmente nos Estados
Unidos, América do Sul e Israel [16]. Na tabela 2, estao representadas as variantes de KPC

identificadas, o ano da identificacao e a incidéncia geografica.
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blaypc Ano de ldentificacao Distribuicao
KPC-1 1996 Estados Unidos
KPC-2 1998-1999 Estados Unidos, Israel,

China, Taiwan, Franca,

Grécia, Brasil,Italia, Colombia

KPC-3 2000-2001 Estados Unidos, Israel
KPC-4 2003 Porto Rico, Escocia
KPC-5 2006 Porto Rico

KPC-6 2003 Porto Rico

KPC-7 2007-2008 Estados Unidos
KPC-8 2008 Porto Rico

KPC-9 2009 Israel

KPC-10 2009 Porto Rico

KPC-11 2010 Grécia

Tabela 2: Variantes de KPC listadas pelo ano de identificagio e distribuicio geografica

predominante [l 6].

América do Norte:

Como ja foi referido, o primeiro isolado de uma bactéria produtora de KPC foi detetado
nos Estados Unidos, em 1996. Até 2001, a detegao de KPC nao era muito frequente, altura
na qual comegaram a ser documentados varios casos nos hospitais metropolitanos dos
estados de Nova lorque e Nova Jérsia. Os microrganismos produtores de KPC rapidamente
se disseminaram pela costa Este e mais tarde pela costa Oeste dos Estados Unidos. No final
de 2012 foram relatados casos de KPC em 38 dos 50 estados do pais.

Porto Rico, apesar de ser uma ilha pequena, é considerada uma zona endémica devido aos
imensos casos relatados de KPC, inclusive os primeiros isolados de KPC-4, KPC-5, KPC-6,
KPC-8 e KPC-10 foram identificados no Porto Rico (Figura 10).

No Canada, apesar de fazer fronteira com os Estados Unidos, apenas tém sido relatados

casos esporadicos de KPC nos hospitais de Ottawa, Toronto e Montreal [16].
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América do Sul:

A primeira identificagdo de KPC, na América do Sul, aconteceu na Colombia, em 2006
(KPC-2). Posteriormente, os casos de KPC alastraram-se a varias partes do pais (figura 10).
Nos ultimos anos, no Brasil e Argentina tém sido reportados casos de bactérias produtoras
de KPC com alguma frequéncia [16].

Asia:

No continente asiatico tem havido varios casos de KPC, com particular incidéncia na
China e Coreia do Sul, que apresentam uma grande variedade de microrganismos Gram
negativo resistentes. Zhejiang, uma provincia chinesa, é considerada como o epicentro de
bactérias produtoras de KPC (figura 10). Taiwan tem também bastantes casos reportados,
tendo a maioria sido importados de Zhejiang [|6].

Europa:

A primeira detecao de uma bactéria produtora de KPC, fora dos Estados Unidos ocorreu
em Paris, Franga (KPC-2). Curiosamente, esse paciente tinha estado hospitalizado em Nova
lorque 2 meses antes, sugerindo a hipotese da importagao do microrganismo resistente dos
Estados Unidos.

Na Europa Ocidental, a prevaléncia de microrganismos com KPC é relativamente baixa,
existindo, no entanto, algumas zonas europeias endémicas e com surtos de KPC, com
especial foco na Grécia (sobretudo em Atenas). A Itdlia e a Franga também apresentam
historial de casos com KPC [16].

Médio Oriente:

O primeiro caso reportado de KPC, no Médio Oriente, foi em Israel, num viajante vindo
de Nova lorque em 2005. Israel foi assinalado como uma zona endémica de bactérias
produtoras de KPC, levando a criagio de um sistema governamental de comunicagao e
combate a bactérias produtoras de KPC [16].

Oceinia e Africa:

As bactérias produtoras de KPC nao tém sido identificadas na Oceania e no continente

africano com grande frequéncia, existindo alguns casos esporadicos que normalmente

resultam de viajantes que estiveram em zonas endémicas [16].
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O Casos esporadicos de KPC
® Varios casos de KPC
@ Zonas endémicas de KPC

Jiangsu
Shangai
Zhejiang

Hong Kong

Figura 10: A-Distribuicio mundial de KPC; B-Distribuicdo nos Estados Unidos;
C-Distribuicao na Europa; D-Distribuicao na China [34].

4.5- KPC em Portugal

Apesar de Portugal ser, de uma forma geral, um pais com elevada percentagem de
resisténcias bacterianas [31], s3o poucos os casos em que se detetaram KPCs.
Caso I:

Em Dezembro de 2010, foram recolhidas 5 amostras de agua de um rio em Santo Tirso
com o objetivo de avaliar se o meio aquatico em Portugal poderia ser reservatorio de
enterobactérias resistentes a carbapenemos. De todas as amostras apenas se verificou o
crescimento de um tipo de colonia, perante selegdo com | pg/ml de imipenemo,
correspondente a E.coli. Esta era resistente a todos os B-lactamicos, incluindo a todos os
carbapenemos.

Pesquisas moleculares para genes de carbapenemases utilizando PCR, detetaram o gene
blaypc,. Na andlise do conteiido em plasmideos no isolado de E.coli foi encontrado apenas um
plasmideo de 150 kb, que foi transferido com sucesso por conjugagao para E. coli |53.

Em junho de 2011, foram recolhidas e analisadas outras amostras de agua , no mesmo
local, sob as mesmas condigoes, nao tendo sido detetadas E.coli produtoras de

carbapenemases.
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Esta foi a primeira dete¢ao de uma KPC em Portugal, com a particularidade do gene bla,,,
ter sido identificado em E.coli o que é raro, existindo apenas em alguns relatorios
provenientes dos Estados Unidos, Israel, Brasil e Franca. Surpreendentemente, a amostra foi
descoberta no meio ambiente, nao tendo sido reportado nenhum caso humano na clinica até
aquela altura [25].

Caso 2:

Num estudo, publicado no final de 2012, foram identificados 41| isolados multirresistentes,
incluindo aos carbapenemos, isolados entre novembro de 2009 e junho de 201 I. Entre estes
isolados encontraram-se as seguintes espécies: K. pneumoniae (n=29), Klebsiella oxytoca (n=7),
Enterobacter aerogenes (n=2), E. coli (n=2) e Citrobacter freundii (n=1), isolados a partir de
diferentes produtos bioldgicos e examinados no Centro Hospitalar de Lisboa Norte. A
maioria dos isolados (n=35, 85,4%) era proveniente de 3| doentes hospitalizados nos
servigos de cirurgia, localizados em diferentes pisos, deste Centro Hospitalar.

Depois de realizados os estudos de suscetibilidade aos antibioticos, de acordo com as
normas do CLSI e os testes de PCR, utilizando primers especificos para os genes blap,
blae, blayom, blayy, blagy,, verificou-se em todos os isolados a presenga de bla,y;. A KPC-3
detetada apresentava capacidade hidrolitica para os seguintes antimicrobianos: imipenemo,
meropenemo, aztreonamo, ceftazidima, cefotaxima, cefepima e cefoxitina. Nao foram
detetados os genes de outras carbapenemases incluidas na classe B, metalo-B-lactamases
(blayom, blaye, blay), ou na classe D (blagyy).

Neste estudo verificou-se a disseminagao da carbapenemase KPC-3 por transmissio
horizontal entre as diferentes espécies bacteriamas K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli, E.
aerogenes e C. freundii, associada ao plasmideo conjugativo do grupo de incompatibilidade
IncF. O gene blayyc; foi encontrado maioritariamente em isolados de K. pneumoniae de
sequéncia tipo ST I4. Esta estirpe tem um elevado potencial de disseminagao e de viruléncia,
sendo frequentemente responsavel por surtos hospitalares a nivel mundial [26].

Caso 3:

Num estudo publicado em 2013, foram analisados 61 isolados de Enterobacteriaceae (26
Klebsiella spp., 15 E. coli, 9 Enterobacter spp, 6 Morganella morgannii, 4 Proteus mirabilis e |
Serratia marcescens), enviados ao Laboratério Nacional de Referéncia da Resisténcia aos
Antibioticos e Infecoes Associadas aos Cuidados de Saide do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) provenientes de varios hospitais portugueses, no ambito do

Programa de Vigilancia de Resisténcia Bacteriana em Portugal (ARSIP), de vigilancia
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laboratorial da suscetibilidade aos antibioticos. A maioria das amostras foi isolada a partir da
urina de doentes (2 65 anos) do sexo masculino, em 4 regioes distintas de Portugal.

Os isolados que apresentavam suscetibilidade diminuida ao imipinemo, meropenemo e/ou
ertapenemo, e sinergia destes carbapenemos com o acido boronico (e/ou acido clavulanico),
foram considerados putativos produtores de carbapenemases de classe A. A técnica de PCR
foi utilizada para detetar e identificar os genes que codificam B-lactamases, assim como para
o estudo do respetivo ambiente genético.

Dos 61 isolados estudados, 20 foram considerados putativos produtores de
carbapenemases de classe A. No entanto, confirmou-se esta produgao em apenas 6 isolados
(5 K pneumoniae e | Enterobacter cloacae), os quais apresentavam um fenotipo de
multirresisténcia (resisténcia a pelo menos trés classes de antibioticos estruturalmente nao
relacionadas).

A caraterizacdo genotipica confirmou o fendtipo, pois identificou a sequéncia
correspondente ao gene que codifica a carbapenemase KPC-3. A montante do gene blaypc;
foi identificado o transposao Tn440/ (variante d) com uma delegao de 68 nucleétidos, na
zona do promotor; esta variante, até a data, foi apenas descrita nos Estados Unidos da
América e no Canada, associada a uma elevada resisténcia aos carbapenemos. Foram
também identificados plasmideos inseridos em diferentes grupos de incompatibilidade, dos
quais apenas o IncFrepB foi transferido horizontalmente com o gene blaypc ;.

Em conclusao, o presente estudo sugere a disseminagao do gene bla,,; entre isolados
com elevada diversidade genética, embora fosse encontrado localizado num elemento
genético movel idéntico, o Tn4401/d, e este fosse veiculado por um unico tipo de plasmideo

(IncFrepB) [27].

4.6- Tratamento

As infecoes causadas por bactérias produtoras de KPC s3ao predominantemente
nosocomiais, afetando pacientes com multiplos fatores de risco (idade avangada, estado
severo de doenga, tratamentos com antibioticos, transplante de orgao, ventilagio mecanica,
uso de cateteres intravenosos e longa estadia no hospital). Nao existe um tratamento ideal
para combater infe¢oes provocadas por bactérias produtoras de KPC, estando as opgoes de
tratamento limitadas [16,28,29].

As polimixinas sao polipeptideos ciclicos e cationicos ligados a uma cadeia de acidos

gordos, constituidos por grupos de A-E. As poliximinas A e E (colistina), diferem apenas por
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um aminoacido, atuam nas membranas externa e citoplasmatica e apresentam bons
resultados, in vitro, no combate de bactérias produtoras de KPC, com suscetibilidade de 90-
100%. No entanto, o seu uso deve ser racionalizado, devido a nefrotoxicidade e
neurotoxicidade associadas [16,29,30].

A tigeciclina é uma glicilciclina que inibe a tradugio proteica nas bactérias. E utilizada no
tratamento de infe¢coes causadas por bactérias produtores de KPC e outras bactérias Gram
negativo MDR [28,30].

Os aminoglicosideos (inibidores da sintese proteica), especialmente a gentamicina, sao, por
vezes, uma op¢ao terapéutica, no entanto tém sido relatados casos de resisténcia. Algumas
estirpes sao sensiveis a gentamicina, sendo uma opgao bastante viavel no tratamento,
enquanto outras estirpes podem modificar a gentamicina e outros aminoglicosideos como, a
amicacina e a tobramicina, diminuindo a sua eficacia no tratamento das infegoes [28,30].

Os carbapenemos também podem ser utilizados em terapia combinada [30].

Apesar de n3o existir um tratamento padrao, através da andlise estatistica de varios casos
clinicos documentados é possivel afirmar que a terapia combinada (por exemplo: tigeciclina
com colistina, tigeciclina com um carbapenemo, tigeciclina com colistina e um carbapenemo,
tigecicina com colistina e gentamicina, entre outras combinagoes) apresenta melhores
resultados que a monoterapia (por exemplo: tigeciclina, colistina, gentamicina ou um
carbapenemo) [28].

Ja foram relatados casos de bactérias pan-resistentes, verificando-se resisténcia a

tigeciclina, aminoglicosideos e polimixinas, onde o progndstico € bastante desfavoravel [28].
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Conclusio

A descoberta dos antibidticos e a sua utilizagdo em terapia anti-infeciosa constituiu um
enorme progresso da medicina. No entanto, a eficacia dos antibioticos foi rapidamente
superada pela capacidade das bactérias em resistir aos mesmos. Este ganho de resisténcia
face aos agentes antimicrobianos, deve-se a pressao de selecao exercida, principalmente,
pelo uso intensivo de antibioticos de largo espectro contra as populagoes bacterianas. Como
foi descrito na presente monografia, existem varios mecanismos de resisténcia aos agentes
antimicrobianos. As bactérias possuem a capacidade de transmitir a descendéncia genes de
carater resistente, mas podem ainda transmiti-los as bactérias circundantes através de
mecanismos de transferéncia horizontal de genes.

A familia de carbapenemases KPC emergiu de forma rapida, estando distribuida um pouco
por todo o mundo, inclusive ja foram identificadas em Portugal. Como foi abordado na
presente monografia, a disseminagio de KPC é processada essencialmente por conjugagao
através de plasmideos. As infegoes provocadas por bactérias produtoras de KPC
representam um grande desafio para os clinicos, devido as poucas opgoes terapéuticas. Os
hospitais tém que estar preparados para identificar de forma rapida estes microrganismos e
tomarem medidas de contengao e controlo da infegao. As bactérias produtoras de KPC
podem ser consideradas superbactérias, dado a dificuldade do seu combate com antibioticos,
sendo relatados alguns casos de microrganismos pan-resistentes.

No futuro é essencial que a escolha terapéutica dos antibioticos seja feita com base na
etiologia da infecao e dentro de um espectro estreito de agao. Os governos mundiais
deverao estabelecer medidas de prevengao e controlo das infegoes causadas por
microrganismos resistentes e fomentar o desenvolvimento tecnologico de novas classes
antibacterianas. Durante a minha pesquisa, constatei que a comunidade cientifica mundial
estda em estado de alerta face a emergente ameaga de bactérias resistentes. A OMS tem
tomado medidas de prevengao e controlo, como melhorias nas condigoes higiénicas em
zonas de risco, melhorar o acesso a agua potavel, incremento de novas vacinas, informagao
das populagoes relativamente ao uso consciente dos antibioticos, fomento da inovagao
tecnologica, desenvolvimento de ferramentas e técnicas de diagndstico e mudanga de

paradigmas na prescri¢cao de agentes antimicrobianos.
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