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RESUMO

hY bY

As Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) podem ser
classificadas como aquelas adquiridas pelas pessoas enquanto estéo recebendo
tratamento para outra condicdo em um ambiente de assisténcia a saude. Quando
relatadas, essas infeccdes se configuram como os sintomas mais evidentes da
inadequacdo do sistema de saude. O ambiente ocupado por pacientes
colonizados ou infectados pode se tornar contaminado por bactérias e constituir
um reservatério secundario, que favorece a transmissao cruzada. Desta forma,
ha o surgimento de novas linhagens que produzem enzimas como as [-
lactamases do tipo de amplo espectro (ESBL), AmpC e carbapenemases, dentre
elas, metalo-p-lactamases e a KPC, que sdo capazes de degradar antibioticos,
produzir modificagBes que impedem a sua entrada ou alterar o sitio de acéo das
drogas, acdes que fazem parte dos mecanismos de resisténcia de bactérias
Gram-negativas. O isolamento dessas bactérias e a explanacdo de seus
mecanismos de resisténcia favorecem o conhecimento sobre a atuacdo das
bactérias multirresistentes, auxiliando as industrias a buscarem novas drogas
antimicrobianas, capazes de reduzir as infec¢cbes de dificil tratamento. As
estratégias que favorecem o combate as bactérias multirresistentes dispéem néo
apenas sobre o controle de medicamentos a base de substancias
antimicrobianas, isoladas ou em associacdes, classificando-as sob 0 uso de
prescricdo, mas também sobre a necessidade do reforco da manutencao das
condicbes adequadas de higiene como acdo de extrema importancia na

prevencao e controle das IRAS.

Palavras chave: IRAS, mecanismos de resisténcia, (B-lactamases, bactérias

multirresistentes.
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ABSTRACT

The Associated Infections at Health Care (AIHC) can be classified as those
acquired by the people while they are receiving treatment for another condition in
a health care environment. When reported, these infections are characterized as
the most obvious symptoms of the inadequacy of the health system. The
environment occupied by colonized or infected patients may become
contaminated by bacteria and constitute a secondary reservoir, which favors
cross transmission. Thus, there is the appearance of new strains that produce
enzymes [-lactamases such as the type of broad spectrum (ESBL), AmpC
carbapenemases and, among them, metallo-beta-lactamases and KPC, which
are capable of degrading antibiotics, and may also produce changes that prevent
the entry or change the site of action of drugs that are part of the resistance
mechanisms of Gram-negative bacteria. The isolation of these bacteria and the
explanation of their resistance mechanisms further knowledge about the
performance of multiresistant bacteria, helping the industries to seek new
antimicrobial, drugs able to reduce infections difficult to treat. Strategies that favor
the fight against multidrug-resistant bacteria have not only on the control of drugs
based on antimicrobial, alone or in association substances, ranking them in the
use of prescription, but also on the need to strengthen the maintenance of
appropriate conditions hygiene action as extremely important in the prevention
and control of HAIC.

Keywords: HAIC, mechanisms of resistance, B-lactamase, multiresistant
bacteria.
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1. INTRODUCAO

A problemética em torno das infec¢des hospitalares ainda prevalece como
um grande desafio a saude publica em todo o mundo, e se trata de uma
apresentacao epidemiolégica com implicacbes graves tanto sociais quanto
econbmicas, além da ameaca constante da disseminacdo de bactérias
multidroga resistentes.

Essas infeccOes somam-se as disfuncdes fisicas e estresse emocional do
paciente podendo levar a condi¢des incapacitantes, que reduzem a qualidade de
vida e, eventualmente, levam a um aumento da letalidade. A ampliagdo nos
custos associados a assisténcia a saude é um dos efeitos, no qual o
prolongamento do tempo de hospitalizacdo do paciente com IH se torna um
elemento importante, produzindo ndo s6 aumento nos custos diretos como
também nos indiretos, devido a perdas de dias de trabalho. Além disso, o
aumento do numero de drogas utilizadas, a necessidade de procedimentos de
isolamento e precaucdes, exames laboratoriais e outros estudos diagnosticos
adicionais também podem produzir efeitos nos custos atribuidos.

O termo utilizado como Infec¢des Hospitalares vem sendo substituido por
Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) que abrange todos os
estabelecimentos onde é prestado qualquer tipo de servigo a saude, retirando o
foco apenas dos hospitais. Vem sendo utilizado para definir as infec¢des cuja
aquisicdo esta relacionada a um procedimento assistencial ou a internacéo.
Podem ser exemplificadas como pneumonias hospitalares ou associadas a
ventilacdo mecanica (PAV), infeccBes do trato urinario associado a cateter (ITU),
infeccdes do sitio cirargico (ISC), infeccbes da corrente sanguinea associada a
cateter venoso (IPCS). Em termos cronol6gicos, considera-se quando 0s
sintomas ocorrem 72 horas ap0s a admissdo do paciente, ou quando na
admissdo houver presenca da infeccdo e um posterior agravamento ou
isolamento de outro patbgeno na mesma topografia.

A antibioticoterapia indiscriminada nas ultimas décadas tem levado a

proliferacdo de bactérias patogénicas, envolvendo uma variedade de doengas,
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que apresentam resisténcia a multiplos antibiéticos, sendo conhecidas como
bactérias multirresistentes.

Sao muitos os fatores envolvidos na disseminacdo desses patdgenos
multirresistentes, dentre eles o uso abusivo de antimicrobianos, realizacdo de
procedimentos invasivos (implantagdo de proteses médicas, cirurgias e outros)
e a capacidade que as bactérias possuem de transmitir seu material genético
com a informacéao de resisténcia a antibidticos.

Atualmente sdo muitos os patdégenos multirresistentes causadores de
infeccbes/colonizacdes relacionadas a assisténcia em saude, considerados pela
comunidade cientifica internacional. S&o eles: Staphylococcus spp. resistentes
ou com sensibilidade intermediaria a vancomicina (VISA/VRSA) e meticilina
(MRSA), Enterococcus spp. resistente aos glicopeptideos, Enterobactérias
resistentes a carbapenémicos (Ertapenem, Meropenem ou Imipenem) -
Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Citrobacter
spp., entre outras, e também Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii.

As bactérias que vém se destacando sédo as produtoras de uma enzima
denominada carbapenemase, mais especificamente a KPC, sigla de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase, pois foi nessa bactéria que foi inicialmente
encontrada, em 1996, na Carolina do Norte, Estados Unidos.

A carbapenemase é uma enzima produzida por bactérias Gram-
negativas, podendo associar esta caracteristica as enterobactérias, que confere
resisténcia aos antibidticos da classe dos carbapenémicos: Meropenem,
Ertapenem, Imipenem, além de ser capaz de inativar agentes B-lactamicos,
como cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos. Portanto vale ressaltar a
importancia dos carbapenémicos no tratamento de infec¢cbes envolvendo a
familia Enterobacteriaceae, principalmente em pacientes hospitalizados.

Sabe-se que a KPC apresenta um potencial alto de disseminacao, sendo
a Klebsiella pneumoniae uma bactéria com alta capacidade de transferir seu
material genético, e consequentemente, seus genes de resisténcia. Esse fator €
responsavel por dificultar o controle de epidemias, e vem preocupando muitos

profissionais de saude, uma vez que o tratamento destas infeccbes €
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extremamente dificil, o que faz elevar as altas taxas de mortalidade. Esta
carbapenemase também pode ser encontrada em outras bactérias da mesma
familia, como: Pseudomonas spp., Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Salmonella spp., Citrobacter freundii e até mesmo Acinetobacter baumannii.
Portanto, o conhecimento dos métodos e estratégias de identificacdo da
KPC é de suma importancia, a fim de auxiliar na reducdo dos indices de
morbimortalidade ligado as infeccbes, além de limitar sua disseminacao. Porém,
a identificacao fenotipica desta carbapenemase (KPC) dentre as enterobactérias
ainda é dificil e as estratégias para sua identificacdo podem e devem ser
ajustadas e revistas, visando o tratamento adequado dos pacientes que

porventura apresentem casos de infec¢ao por bactérias multidroga resistentes.
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, varias bactérias apresentam habilidade de desenvolver
mecanismos de resisténcia enzimaticos, sendo estes um grande problema na
hora da escolha do antibidtico para o tratamento do paciente. Na familia
Enterobacteriaceae, a producdo de Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC), por Klebsiella pneumoniae, € um mecanismo emergente e de alta
importancia clinica. A KPC é uma enzima que confere resisténcia aos
antimicrobianos carbapenémicos e, além disso, € capaz de inativar grupos de
antimicrobianos que apresentam anel -lactamico em sua estrutura.

A pesquisa e o conhecimento sobre essa enzima sao relevantes a fim de
limitar sua disseminacéo, contribuindo para a reducao dos indices de morbidade
e mortalidade ligados a diferentes doencas infecciosas, nas quais €
imprescindivel a vigilancia microbioldgica, juntamente com acao dos servi¢cos de
infeccao hospitalar.

O surgimento rotineiro dos surtos no ambito hospitalar vem sendo
evidenciado como um desafio a ser considerado, visto que se tornou um
problema de dificil resolu¢do, que acomete tanto os hospitais publicos quanto
privados. Além disso, existem 0s impactos sociais e econdmicos que Sao
consideravelmente aplicaveis, devido ao aumento crescente do numero de
pessoas, bem como da frequéncia de condicbes de imunossupressdes, com a
introducdo de novos patdgenos e aumento da resisténcia dos microrganismos
aos antimicrobianos.

Diante desse contexto, faz-se importante a realizacdo de estudos
adicionais que possam vir a auxiliar no desenvolvimento de praticas clinicas mais
seguras na escolha e indicacdo do uso de antibiéticos, além de permitir que se
conhega mais sobre este mecanismo de resisténcia, para aumentar o banco de

informac0des para a realizacdo de pesquisas avancadas nesta area.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar uma revisdo bibliografica, abordando questdes relativas ao
mecanismo de resisténcia enzimatico (KPC) das bactérias da familia

Enterobacteriaceae.

3.2. Objetivos especificos

1. Compreender o mecanismo de a¢ao das carbapenemases, além da forma
com que as bactérias utilizam destas enzimas para resistirem aos
antimicrobianos.

2. Aumentar o banco de dados de informagdes quanto aos microrganismos
que podem produzir estas enzimas, afim de auxiliar em estudos clinicos
para combater bactérias multidroga-resistentes.

3. Evidenciar o grande desafio que mobiliza 6rgdos nacionais e
internacionais de vigilancia e controle epidemioldgicos através de buscas

€ pesquisas para a possivel minimizacao de casos.
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4. METODOLOGIA

Este trabalho foi baseado em uma pesquisa qualitativa, realizada através
de uma revisdo bibliogréafica literaria sistematica, composta por varios estudos
contidos em publicacdes nacionais e internacionais em revistas cientificas,
artigos, notas técnicas e resolucdes, que abordam de forma adequada o tema
proposto. Para obtengcédo de todo esse material, foi realizado um levantamento
bibliografico nas bases de dados MEDLINE, PubMed, SCIELO (Scientific
Electronic Library Online), dentre outros, como teses, dissertacdes e livros de

microbiologia.
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5. REVISAO DA LITERATURA

5.1. Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS)

As IRAS podem ser consideradas os sintomas que mais evidenciam a
inadequacado do sistema de saude, responsavel por direcionar o peso de sua
responsabilidade para os profissionais e a instituicdo prestadora de assisténcia
(ANVISA, 2000).

Podem ser definidas, conforme a Portaria do Ministério da Saude n°
2616/98, como infec¢bes adquiridas ap6s a admissdo do paciente e que se
manifestam durante a internacdo ou até mesmo apds a alta, quando
relacionadas a internacdo ou procedimentos realizados no hospital. Contudo, a
ampliacéo do foco, néo restrito exclusivamente ao ambiente hospitalar, se refere
ao fato de que as IRAS podem ocorrer em todos 0s niveis de aten¢do a saude,
a exemplo dos ambulatérios, clinicas especializadas e assisténcia domiciliar.
Devido a essa caracterizagdo, o CDC, no Guideline para precaucdes de
isolamento, substituiu o termo infeccdo hospitalar por infeccées relacionadas a
assisténcia a saude (SIEGEL et al., 2007).

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, causadas por bactérias
multirresistentes, estdo entre os maiores problemas da saude publica, e exige
uma acgdo conjunta nas praticas de prevencado e controle ndo sO destas
infecgbes, mas também do uso inadequado de antibidticos e antimicrobianos,
participacdo do corpo clinico nos estudos destes casos, e a deteccéo eficiente
das infec¢des (ROSSI, 2011; GISKE et al., 2008).

Estas infeccbes sao responsaveis por causar altos indices de
morbimortalidade e aumento dos custos, tanto em paises desenvolvidos quanto
naqueles em desenvolvimento. Porém este problema tem sido mais expressivo
nos hospitais dos paises em desenvolvimento, devido a maior escassez de
recursos financeiros, humanos, laboratérios de microbiologia habilitados, e
também a dificuldade em estabelecer praticas de prevencdo e controle de
infeccbes hospitalares, além do uso abusivo e indiscriminado dos
antimicrobianos (TOUFEN, et al., 2003).

18



Nas infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, pode-se dizer que 0s
géneros e espécies predominantemente isolados, que representam 99% das
enterobactérias de importancia clinica, sdo: E. coli, Salmonella spp., Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Serratia marcescens, Proteus spp., Morganella
morgannii, Citrobacter spp., e Providencia spp. (ANVISA, 2013).

Ja com relacdo aos bacilos Gram-negativos classificados como néo
fermentadores (BNFs), os mesmos séo aerébios, ndo esporulados, tendo como
caracteristica a grande importancia nos casos de IRAS. Atualmente, P.
aeruginosa e A. baumannii estdo entre as bactérias mais isoladas em
hemoculturas e amostras do trato respiratorio. Entretanto, os demais BNFs
representam um percentual pequeno de isolamentos, quando comparados com
outros agentes etiologicos, sendo que alguns deles apresentam resisténcia
elevada a varios antibiéticos como as bactérias da espécie Burkholderia cepacia
e do complexo Stenotrophomonas maltophilia, sendo capazes de causar
infeccbes nosocomiais graves (ANVISA, 2013).

Em 2007, Siegel relatou que as IRAS apresentadas pelos pacientes nas
UTlIs, estdo associadas a gravidade clinica, uso de procedimentos invasivos
como ventilagdo mecanica e cateteres, uso de imunossupressores, uso de
antimicrobianos, colonizacdo por microrganismos, e por fim, e ndo menos
importante, o ambiente das UTIs, responsavel por favorecer a selecdo de
bactérias multidroga-resistentes.

Em 2005 no Brasil, 36% dos estabelecimentos de saude que tinham leitos
disponiveis para internacao no pais nao faziam controle de infeccdo hospitalar,
segundo uma Pesquisa de Assisténcia Médico-Sanitaria do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica - IBGE. Mesmo sem a sistematizacdo de informacéo
sobre a incidéncia das IRAS, o Ministério da Saude (MS) aponta que estas
ocorram em uma taxa global de 9%, sendo que os Obitos decorrentes atingem
uma média de 14% (IBGE, 2006; SANTOS et al., 2005).

Em avaliacao realizada nos Estados Unidos, observou-se que sao gastos
mais de cinco milhdes de dodlares anualmente, pois ocorrem mais de dois milhdes
de casos de infecgbes relacionadas a assisténcia saude, com cerca de 90 mil

Obitos registrados, razdo que justifica o grande destaque no assunto, ndo so pela
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relevancia do impacto social, mas também econémico que as IRAS representam
(RUTALLA et al., 2006).

5.2. Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae é constituida por um grande grupo de
bacilos Gram-negativos, classificados atualmente em 44 géneros, 176 espécies
e quatro grupos entéricos ainda ndo nomeados. Como caracteristicas gerais sao
fermentadores de glicose, comumente oxidase negativos, anaerobios
facultativos, reduzem nitrato a nitrito, ndo formam esporos, podendo ser méveis
ou imoveis, capsulados ou ndo, e sao isolados com frequéncia em amostras
biolégicas. Como o proprio nome ja indica, estdo presentes no trato
gastrointestinal de humanos e animais (ANVISA, 2013; KONEMAN et al., 2001;
STARLING, 1997). As bactérias dessa familia sdo responsaveis por causar
sepse, infecgcbes do trato urinario como cistite e pielonefrite e pneumonias
nosocomiais e até mesmo comunitarias. E possivel associar mais comumente a
casos de pneumonia a bactérias dos géneros Enterobacter spp. e Klebsiella spp.,
enguanto que as infeccdes urinarias sdo mais comumente causadas por E. coli
(PATERSON; BONOMO, 2005).

Antes do surgimento dos tratamentos com antimicrobianos, da
quimioterapia e das terapias imunossupressoras, as doencas causadas por
enterobactérias tinham um tratamento bem estabelecido. Era sabido que
pacientes que apresentavam quadros de pneumonia classica com a producao
de escarro cor vermelho tijolo, estavam infectados pelo bacilo de Friedlander (K.
pneumoniae). Com o passar do tempo, observou-se que a maioria dos isolados
de Klebsiella spp. estavam diretamente relacionados com infeccdes
nosocomiais, fruto da colonizacéo de pacientes hospitalizados, proporcional aos
dias de internagdo. Em isolamento realizado em amostras de fezes, maos e
nasofaringe, verificou-se a presenca desta bactéria nas propor¢des de 77%, 42%
e 20%, respectivamente (PODSCHUN; ULLMAN, 1998).

Klebsiella pneumoniae, membro da familia Enterobacteriaceae, pode ser

encontrado em locais como plantas, solo, agua e esgoto (PODSCHUM,;
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ULLMANN, 1998). Humanos podem vir a ser colonizados devido ao contato com
as diversas fontes ambientais, podendo ser encontrada também colonizando a
orofaringe e fezes de pessoas sadias. Porém no organismo de pessoas
imunocomprometidas esta bactéria encontra varios ambientes propicios para
seu crescimento, podendo levar a quadros graves de infeccdo (DESIMONI et al.,
2004; MARTINEZ et al., 2004).

Reconhecido como um patdgeno primario causador de pneumonias e
choques sépticos em pacientes etilistas com desfechos muitas vezes fatais para
agueles ndo devidamente tratados, K. pneumoniae pode apresentar-se como
oportunista, levando a complicacBes clinicas em casos de pacientes
hospitalizados, imunocomprometidos, e que apresentem alguma doenca de
base (KONEMAN et al., 2001).

As espécies do género Enterobacteriaceae mais comuns em quadros de
infeccdo hospitalar sdo descritas como sendo a K. pneumoniae e E. coli (GISKE
et al.,2008). A primeira é muito conhecida por causar casos graves de infec¢des
em imunocomprometidos, em sitios como pulmdes, abdémen, e vias urinarias
(LANDMAN et al., 2007). Também estudos demonstram que a mesma esta entre
0s patdgenos que mais causam pneumonia e bacteremia no Canada e Estados
Unidos. Enquanto na América Latina € considerado o terceiro microrganismo
patogénico mais prevalente em isolados do trato respiratério de pacientes
internados que apresentam quadros de pneumonia (MARRA et al., 2011).

Em 1998, Ardanuy et al., relatou que além da alta prevaléncia nas
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), os géneros Klebsiella spp.
e Enterobacter spp., vem ganhando notoriedade na comunidade hospitalar
devido ao fato de desenvolverem resisténcia aos antimicrobianos, e serem
causadores de surtos.

Conforme dados publicados pelo Ministério da Saude em 2010, K.
pneumoniae vem apresentando um perfil de resisténcia aos antimicrobianos nos
altimos anos que preocupa todas as areas de saude, tornando-se um problema
de salde publica. Algumas noticias sobre mortes provocadas por K.
pneumoniae, produtora da enzima carbapenemase (KPC), trouxeram alarde a

vérias partes do Brasil. Foram feitas, s6 no Distrito Federal, 187 notificacfes de
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infecc@o no ano de 2010, e registrados 18 oObitos. Enquanto que em S&o Paulo,
o Hospital das Clinicas relatou 70 casos desde 2008.

Segundo Dienstmann et al. (2010), o termo bactéria multirresistente é
usado para classificar os organismos que apresentam resisténcia a uma
quantidade expressiva de antimicrobianos. As expressdes de resisténcias em
bactérias podem se originar de diversas formas como, por exemplo, a utilizacao
inadequada dos antimicrobianos.

K. pneumoniae produtora de carbapenemase € uma bactéria que pode
expressar resisténcia a até 95% dos antimicrobianos existentes no mercado
farmacéutico, sendo que uma de suas principais formas de impedir a acdo dos
antibiéticos esta na producdo de B-lactamases de espectro estendido (ESBL).
Linhagens produtoras de ESBL frequentemente apresentam resisténcia aos
antimicrobianos de importancia clinica, como cefalosporinas, aminoglicosideos,
penicilinas e quinolonas (BRADFORD, 2001; SPANU et al., 2002). Outras formas
de resisténcia emergentes, e de extrema importancia, sdo a producao de j-
lactamases tipo AmpC, que séo capazes de hidrolisar a cefoxitina, a producao
de carbapenemases, do tipo metalo-p-lactamases (MBL) e carbapenemases tipo
KPC (PEIRANO et al., 2009).

5.3. Diagnéstico da Infeccao

Para a identificagdo de um microrganismo utiliza-se de métodos baseados
na comparacao entre os exames bioquimicos que refletem as atividades
metabdlicas do isolado e os dados ja publicados sobre os géneros e espécies
conhecidos, além dos métodos moleculares, sendo utilizados com frequéncia na
confirmacédo de identificacdo de isolados bacterianos. O género Klebsiella,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, € composto por bacilos Gram-
negativos, ndo moveis, e geralmente encapsulados, que produzem lisina
descarboxilase, mas nao produzem ornitina descarboxilase. Das muitas
espécies dentro do género Klebsiella, K. pneumoniae é considerada a espécie
de maior importancia médica, responsavel por 75% a 86% das infec¢des clinicas

causadas por bactérias deste género, sendo seguida pela espécie K. oxytoca
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responsavel por 13% a 25 % das infeccdes. A exata determinacdo da
contribuicdo de varias espécies do género nas doencas em seres humanos é
dificultada pelo fato de os laboratérios clinicos raramente realizarem
caracterizacao de isolados de Klebsiella spp. (BROBERG; PALACIOS; MILLER,
2014).

Quando a identificacdo da espécie de Klebsiella ndo for completa
utilizando-se de testes bioquimicos tradicionais, optar por métodos alternativos
se torna uma boa escolha, como a avaliagcdo da resisténcia intrinseca das
espécies conhecidas e produgao de B-lactamases. Outras formas de diagnéstico
sdo: disco-difusdo, E-test, focalizacdo isoelétrica (BRADFORD et al., 2004) e
teste de Hodge modificado (ANVISA, 2013). O disco-difusdo € um dos principais
meétodos para a realizacdo de triagem fenotipica, onde se realiza antibiograma
com discos de cefalosporinas subclasse Ill (como Cefoperazona e Cefotaxima)
e Imipenem (IPM) ou utilizando Meropenem (MEM) e Ertapenem (ETP) (BRATU
et al., 2005). Enquanto o teste de Hodge modificado tem sido um método de
escolha por apresentar alta sensibilidade e especificidade para identificacdo de
estirpes produtoras de carbapenemases.

O emprego de técnicas de identificagdo molecular de bactérias
patogénicas vem sendo bastante utilizado em estudo de infec¢des hospitalares.
Um exame molecular € necessério para diferenciar carbapenemases tipo KPC
de outros tipos. A identificacdo dessas variantes, instituido pela triagem
molecular, vai definir um padrao de substrato especifico, que pode ser usado
para identificar o tratamento com antibiético adequado. Porém, uma das
desvantagens de alguns dos exames que sao baseados em reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), por exemplo, € que eles distinguem apenas algumas
variagbes devido a sua limitada capacidade de multiplexacdo (IREDELL;
SINTCHENKO, 2006).

Algumas técnicas foram descritas para a identificagdo molecular de
patdgenos pertencentes a familia Enterobacteriaceae, dentre elas estdo a PFGE
e ERIC-PCR. A PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), considerada o padréo
ouro devido sua alta capacidade de discriminagéo € baseada na analise do perfil

de restricdo do DNA gendmico por meio de eletroforese. Mesmo apresentando
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muitos beneficios, tem como desvantagem a necessidade de varios dias para
sua execucéo, impedindo a tipagem de algumas linhagens bacterianas devido a
degradacdo do DNA, além do emprego de alto custo para sua realizacao
(SILBERT et al., 2003).

Como alternativa para a técnica de PFGE, o método baseado em PCR
tem sido o mais empregado. A técnica ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus-PCR) consiste em analisar o padréo de amplificacao de
elementos repetidos encontrados no genoma bacteriano com a utilizacdo de
iniciadores especificos e sequenciamento confirmatério (VERSALOVIC et al.,
1991; ANVISA, 2013). Portanto esta metodologia € mais rapida na obtencdo de
resultados quando comparada com o PFGE, além de apresentar alta
reprodutibilidade, simples implementacdo e execucdo, baixo custo e nao
enfrenta problemas com a degradacdo do DNA (SILBERT et al.,2003; ANVISA,
2013).

5.4. Resisténcia Bacteriana

A pratica indiscriminada e muitas vezes abusiva da antibioticoterapia
trouxe consigo o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia comuns
principalmente em ambientes nosocomiais. Dentre esses mecanismos temos a
mutacdo génica, responsavel por alterar de alguma forma o alvo do
antimicrobiano, fazendo com que ndo haja comprometimento no funcionamento
da bactéria; alteracdo na permeabilidade da membrana celular, que leva a um
impedimento na entrada do antibidtico na célula, bombeamento do antibi6tico
para fora da mesma, pelo mecanismo de efluxo; e também o desenvolvimento
da capacidade de degradar ou de inativar o antibiotico (SILVEIRA, 2006).

Nas décadas de 60 e 70, o uso indiscriminado das penicilinas
semissintéticas, das penicilinas de amplo espectro e cefalosporinas favoreceu a
emergéncia de Staphylococcus aureus resistente meticilina (MRSA). Sendo seu
primeiro registro ocorrido nos EUA, em 1968. Em 1999, o National Nososcomial
Infections Surveillance (NNIS) registrou que mais de 50% dos isolados de S.
aureus de pacientes em UTI constituiam MRSA. A crescente prevaléncia
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destaca-se também no que se refere aos Enterococcus spp. resistente a
vancomicina (VRE), que no periodo entre 1990 e 1997 aumentou de indices
menores que 1% para 15%. J4 em 2003, o NNIS registrou 28,5%. Para
Pseudomonas aeruginosa, entre os anos de 1999 e 2003 houve um aumento de
23% para 29,5% de resisténcia as fluoroquinolonas em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI), sendo confirmado este aumento em 2007 com estudos
realizados por Menezes et al. (FERNANDES, 2000; ROSSI; ANDREAZZI, 2005;
HICPAC, 2006).

A resisténcia aos antimicrobianos estd diretamente relacionada a
expressdo fenotipica dos organismos procariontes, podendo ser resisténcia
intrinseca, adquirida ou susceptibilidade. O surgimento de bactérias resistentes
a antibiéticos comumente utilizados na pratica clinica pode ser considerado
como uma manifestacdo natural que se baseia no principio evolutivo da
adaptacao genética de organismos a mudancas no seu meio ambiente. Sabe-se
gue o tempo de duplicacdo das bactérias pode ser de apenas 20 minutos, ou
seja, é possivel de serem produzidas muitas geracdes em apenas algumas
horas, que leva a inUmeras oportunidades para uma evolucdo adaptativa
(SILVEIRA, 2006).

Dentre as caracteristicas fenotipicas de um microrganismo, temos o perfil
de resisténcia intrinseca que o mesmo apresenta frente a alguns antibiéticos, ou
seja, faz parte de sua heranca genética sendo transmitida verticalmente sem a
perda da caracteristica. O principal determinante deste tipo de resisténcia € a
presenca ou auséncia do alvo para a acao da droga (DEL FILHO et al., 2008).
Um exemplo sédo os organismos do género Enterobacter, naturalmente
resistentes a cefoxitina, sendo tal fendétipo oriundo da produgdo de uma B-
lactamase cromossomica, denominada AmpC (CAVALLO, 2008). Pelo fato de
ser previsivel, é importante ressaltar que este tipo de resisténcia ndo apresenta
qualquer risco ao tratamento terapéutico, uma vez que se conhece o agente
etiolégico da infeccdo e os mecanismos de acdo do farmaco (DEL FILHO et al.,
2008).

No entanto, a resisténcia adquirida aos antibioticos, por sua vez,

apresenta-se quando ha o surgimento de resisténcia em uma espécie bacteriana
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que anteriormente mostrava perfil de sensibilidade a droga, que pode ser
resultante da aquisicdo de genes de resisténcia veiculados por elementos
genéticos moveis ou da combinacao entre eles, ou até mesmo por mutagcao de
genes reguladores ou estruturais (GOLD et al., 1996).

Os genes de resisténcia na maioria das vezes compdem o DNA de
plasmideos extracromossomais, e podem ser transferidos entre microrganismos
(ANVISA, 2010). Os microrganismos anteriormente sensiveis podem adquirir
resisténcia pela troca de material genético com bactérias resistentes, por meio
de mecanismos como a conjugacdo, transformacdo ou transducdo com
transposons, o que facilita a incorporacao de genes que codificam resisténcia a
varios antimicrobianos, para o genoma de uma bactéria sensivel ou seu
plasmideo, tornando-a multirresistente (TENOVER, 2006).

A conjugacgao ocorre, na maioria das vezes, com a transferéncia do DNA
do plasmideo de uma célula bacteriana para outra, uma vez denominado fator
F, podendo ocorrer entre diferentes géneros e espécies. Sabe-se que nas
bactérias Gram negativas, o plasmideo é responséavel por transportar os genes
que codificam a sintese de pili sexuais, isto €, projecdes da doadora que entrardo
em contato com a célula receptora. Em ambientes hospitalares, este mecanismo
tem alta importancia epidemiolégica podendo favorecer a aquisicdo de varios
genes de resisténcia (VERMELHO; BASTOS; SA, 2007).

Outro mecanismo, ja citado anteriormente, € a transformacéo que esta
relacionada a lise celular, exposicdo e captacdo do material genético que fica
disperso, e 0 mesmo € inserido ho genoma de uma célula bacteriana receptora,
no material cromossémico ou no plasmideo. Este processo ocorre com uma
exigéncia, ou seja, célula deve encontrar-se competente, com seus sitios de
superficie para a ligacdo do DNA da célula doadora disponiveis, e também uma
membrana em boas condices que permitam a passagem do plasmideo
(VERMELHO; BASTOS; SA, 2007).

E por dltimo a transducgédo, na qual ocorre a transferéncia de material
genético entre bactérias por meio de um bacteridfago; virus que se replica em
bactérias, participando como vetor na transferéncia de genes entre elas
(VERMELHO; BASTOS, SA, 2007).
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Como observado no cotidiano das unidades de isolamento, a infec¢éo
e/ou colonizacéo de pacientes por mais de um tipo de microrganismo resistente
pode constituir a situacdo adequada para que ocorra a transferéncia de genes
codificadores de resisténcia entre patdégenos, o que favorece o desenvolvimento
de bactérias multidroga-resistentes (SILVEIRA, 2006).

Sao muitas as formas de resisténcia que podem impedir a acado de
antimicrobianos. Normalmente os farmacos atuam inibindo processos essenciais
para a multiplicacéo e sobrevivéncia da célula bacteriana, alterando a membrana
citoplasmatica e a sintese de proteinas, acidos nucléicos e da parede celular
(MURRAY et al., 2014).

5.5. Resisténcia aos Antibiéticos B-lactamicos

O grupo dos antimicrobianos B-lactamicos, composto por penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos, sdao muito utilizados nos
como escolha na antibioticoterapia. Isto ocorre em razdo da sua efetividade,
efeitos adversos minimos aos pacientes, e ainda o baixo custo. Constituem uma
grande familia de diferentes grupos de compostos que contém em sua estrutura
um anel betalactamico. Agem na formacdo da parede celular bacteriana,
conferindo liga¢cdes mais fracas no peptideoglicano, levando a lise celular (WILK;
LOVERING; STRYNADKA, 2005).

A resisténcia antimicrobiana esta ligada principalmente a producéo de
enzimas que pertencem ao grupo das p-lactamases cromossomais ou
plasmidiais, que apresentam a capacidade de degradar os antibioticos B-
lactamicos, largamente utilizados no tratamento de infec¢cdes de alta gravidade.
As principais pB-lactamases de interesse clinico sdo a B-lactamase de espectro
estendido (ESBL), Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), metalo- -
lactamase (MBL) e B-lactamase classe C (AmpC) (MEYER; PICOLI, 2011).

A resisténcia aos antibidticos B-lactamicos pode se apresentar de
algumas formas, como sendo resultado de alteracdo na permeabilidade da

membrana citoplasmatica, modificacdes do alvo do antibittico, existéncia de
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proteinas de efluxo ou até mesmo por inativacdo enzimatica do antimicrobiano
(NIKAIDO, 2009).

Figura 1. Exemplos de mecanismos de resisténcia bacteriana

Mecanismos de resisténcia bacteriana
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5.5.1. Alteracdo na permeabilidade

Frequentemente a resisténcia aos antibidticos esta associada a
diminuicdo da permeabilidade da membrana externa das bactérias gram-
negativas. O fluxo de moléculas para dentro da célula acontece por
caracteristicas intrinsecas como carga, dimensao, estrutura e também através
de proteinas de membrana, responsaveis por formarem canais. Os
antimicrobianos tém este percurso para atingir o espaco periplasmatico, como &
o caso dos antibiéticos B-lactamicos. Desta forma, qualquer dano ou perda de
funcdo destas proteinas, pode levar a diminuicdo da sensibilidade a varios
antibiéticos (LIVERMORE, 2003).
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5.5.2. Modificacéo do alvo

Neste mecanismo, a resisténcia ocorre devido a substituicbes de
aminoacidos nas proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), fazendo com que a
ligagdo com o agente antimicrobiano torne-se menos susceptivel. A modificacdo
desses aminoacidos pode acontecer devido a presenca de proteinas
provenientes da recombinacédo entre genes codificadores de PBPs associadas a
expressado de susceptibilidade, a hiperproducao da proteina, ou a aquisicdo de
novas PBPs que levam a um aumento do nivel de resisténcia aos antibioticos [3-
lactamicos (GEORGOPAPADAKOU,; LIU, 1980).

Este mecanismo de resisténcia apresenta-se com maior frequente em
bactérias Gram-positivas, apesar de ja terem sido relatados casos em Gram-
negativas. Ha também outros tipos de alteracao do alvo, como mutacao da DNA
girase, responséavel por expressar resisténcia as fluoroquinolonas, e também

mutacdo dos ribossomos constituintes da parede celular (KAYABAS, 2008).

5.5.3. Bombas de efluxo

A especificidade do antibiético pode variar em funcéo da bomba de efluxo.
Caracterizado pelo bombeamento ativo de antimicrobianos do meio intracelular
para O extracelular, este mecanismo gera uma resisténcia bacteriana a
determinados antimicrobianos, como é o caso da resisténcia as tetraciclinas
codificada por plasmideos em E. coli, devido a presenca de proteinas integrantes
da membrana plasmatica bacteriana (PIDDOCK, 2006).

Segundo Harbottle et al. (2006), o principal mecanismo responsavel pela
resisténcia antimicrobiana é o aumento da sintese de proteinas, devido as varias
mutacdes que ocorrem em seus repressores de transcricdo. Essas mutacdes
podem levar a um aumento da eficiéncia do transporte dos antibiéticos para o

exterior da célula.
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5.5.4. Inativacdo enzimatica

Pode ser descrito como sendo um mecanismo muito importante de
resisténcia contra agentes p-lactamicos, e acontece com bactérias que
constituem genes codificadores de enzimas que causam a destruicdo do
antibiotico, como a B-lactamase. A atividade desta enzima baseia-se na hidrdlise,
causando a inativagdo de uma variedade de antibidticos B-lactamicos como, por
exemplo, as penicilinas e cefalosporinas, tornando a bactéria capaz de produzir
essa enzima resistente a antimicrobianos potentes de uso hospitalar e
ambulatorial (JARVIS, 2004).

A bactéria ao utilizar um destes mecanismos, ou uma combinacao deles,
na maioria das vezes causa sérios problemas na escolha da antibioticoterapia
ideal, pois tem se tornado resistente até aos antibiéticos mais promissores,

independentemente da classe quimica as quais pertencam.

5.6. B-lactamases

As B-lactamases fazem parte de uma familia de enzimas bastante
complexa que apresentam diversidade consideravel conforme o antibidtico. S&o
de origem genética (cromossdmica ou plasmidial), bem como, sua sensibilidade
a compostos inibidores destas enzimas, como Acido Clavulanico (AC) e EDTA
(HICPAC, 2006).

Sabe-se que dentre as bactérias Gram-negativas, a producdo de f-
lactamases é considerado o principal e mais importante mecanismo de
resisténcia contra agentes p-lactamicos (SANDERS; SANDERS, 1992).
Conhecidas por possuirem atividade hidrolitica e inativarem uma variedade de
antibidticos B-lactamicos (JAIN et al., 2003). Os principais produtores desta
enzima sdo: K. pneumoniae e Escherichia coli (CASSETTARI et al., 2006) sendo
o veiculo principal de transmissdo, o contato entre pacientes, profissional de
saude e meio ambiente, uma vez que, o reservatorio destas bactérias € o trato
intestinal (HOSOGLU et al., 2007).
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A classificagao mais utilizada para o grupo das B-lactamases é a de Bush,
Jacoby e Medeiros que separa as enzimas de acordo com a preferéncia pelo
substrato e de acordo com o perfil de inibicdo que cada uma apresenta (AC e
EDTA). Entdo, a partir deste principio, foram divididas em 4 grandes grupos,
ressaltando que alguns tipos especificos sdo mais comuns em enterobactérias.
Dentre as mais comuns podemos destacar as p-lactamases do Grupo 1 (AmpC),
gue sdo enzimas induziveis e nédo inibidas por EDTA e AC, e o Grupo 2be que
sao aqueles capazes de produzir as B-lactamases de amplo espectro (Extended-
spectrum B-lactamase-ESBL), que ndo se apresentam induziveis e nem séo
inibidas por AC (OLIVEIRA, 2008).

5.6.1. AmpC

A produgéao das enzimas B-lactamases do tipo AmpC ocorre por acao de
genes localizados no cromossomo ou plasmideo, e tem como caracteristica
importante conferir resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo, como
Cefotaxima, Ceftazidima e Ceftriaxona, e aos inibidores das [B-lactamases
(NORDAMNN; MAMMERI, 2007). Sdo conhecidas desde 1989, e existem
descritos nove diferentes tipos enzimaticos, denominados FOX (encontradas em
K. pneumoniae isoladas na América do Norte e Europa), DHA (comuns em K.
pneumoniae isoladas na Asia), CMY (pAmpC mais comumente encontrada entre
membros da familia Enterobacteriaceae), ACT, ACC, MIR, MOX, LAT e CFE
(TOLENTINO, 2009).

Vérias espécies da familia Enterobacteriaceae apresentam genes AmpC
plasmidiais (pAmpC) derivados de genes cromossémicos. Normalmente estao
localizados em integrons de classe |, nos plasmideos, onde também podem ser
encontrados os genes que irdo determinar a resisténcia para outras drogas como
sulfas e fluoroquinolonas, além de genes para a producao de diferentes tipos de
ESBL (ALVAREZ et al., 2004). Hanson et al. (2008), relatou que linhagens que
produzem pAmpC apresentam fendétipos multirresistentes e estdo disseminadas

dentro de hospitais e também na comunidade através de transmisséo horizontal.
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Em linhagens de K. pneumoniae sé&o encontradas apenas enzimas AmpC
plasmidiais (pAmpC), o0 que torna essa caracteristica peculiar um fator
importante para resisténcia a drogas B-lactamicas. Na maioria das linhagens é
observado também producédo de ESBL tipo Temoniera (TEM), Sulfidril variavel
(SHV) e Oxacilina (OXA), e a grande diversidade de (-lactamases que podem
ser expressas dificulta a sua deteccao fenotipica (TOLENTINO, 2009).

No caso das enterobactérias a producdo de enzimas sofre inducdo do
préprio antimicrobiano B-lactamico, o que pode levar a falha terapéutica, mesmo
que a bactéria tenha sido considerada susceptivel ao antimicrobiano no teste de
sensibilidade realizado in vitro (OLIVEIRA, 2008).

As principais moléculas inibidoras de p-lactamases, como Acido
Clavulanico, tazobactam e Sulbactam, na maioria das vezes, hdo conseguem
levar a uma inibicdo das enzimas AmpC de maneira adequada para que o B-
lactamico consiga ter acdo. Sem contar que o AC apresenta forte caracteristica
indutora dessas enzimas. Independente do mecanismo de producdo de AmpC,
que pode ser induzivel ou mutacéo, aqueles isolados produtores dessa enzima
normalmente permanecem sensiveis aos carbapenémicos, que ndo sofrem a
acao direta dessas enzimas. Mas pode ocorrer resisténcia decorrente da perda
de porinas (OLIVEIRA, 2008).

O impedimento quanto a estimativa da prevaléncia destas enzimas se da
pela dificuldade de deteccédo fenotipica das linhagens produtoras de pAmpC,
tornando-se uma barreira para o controle da sua disseminagéo (DIAS, 2008).
Sendo assim, a investigacao molecular da producédo de AmpC plasmidial tem se
tornado um importante instrumento para se conhecer a diversidade dos
mecanismos de resisténcia que linhagens de importancia clinica vem
apresentando ao longo dos anos, além do uso também de métodos moleculares
gue auxiliam na deteccédo da producao de pAmpC, ajudando a equipe médica na

escolha das condutas terapéuticas e de controle de infeccdo (THOMSON, 2001)

32



5.6.2. p-lactamases de amplo espectro - ESBL

Essas enzimas sdo transmitidas ou codificadas por plasmideos, dentro
das familias TEM, SHV e OXA, variantes relatadas em 1987 por SIROT et al.
como as mais isoladas. Em 2005, foram descritas mais de 370 variantes naturais
de ESBLs diferentes (STURENBURG et al., 2005).

Como diferenca entre si apresentam algumas substituicdes na sequéncia
de aminoacidos que levam a alteracdes tanto nas configuracfes, quanto nas
propriedades do seu sitio ativo. Isto pode levar a mutacdes no DNA destas
enzimas tornando-as capazes de hidrolisar antibidticos p-lactamicos ou, até
mesmo, reconhecer B-lactamicos de amplo espectro como substrato, muito
fracamente (KNOX, 1995).

Foi realizado o mapeamento das ESBLs e, entdo, divididas em dois
grandes grupos, que nao apresentam relacao entre si, embora algumas de suas
enzimas tenham a capacidade de agir sobre o0 mesmo substrato, ligando-se aos
antibidticos B-lactamicos em sitios completamente diferentes. A descricdo deste
grupo de enzimas foi realizada a partir da avaliagdo de genes presentes em
plasmideos, como o TEM-1, TEM-2 e SHV-1, os quais sofreram mutacdes, que
levaram a substituicdes no sitio ativo destas enzimas e no aminoacido terminal
(STURENBURG; MACK, 2003).

Dentro da familia Enterobacteriaceae, K. pneumoniae é a bactéria que
apresenta a maior diversidade de fendtipos de resisténcia associados a
producdo de ESBL, e onde estas enzimas sao mais comumente encontradas
(TOLENTINO, 2009).

A primeira ESBL do tipo SHV descrita e identificada foi a SHV-2,
encontrada em isolados clinicos de Serratia marcescens e K. pneumoniae,
enguanto que a primeira do tipo TEM foi relatada em 1987, a TEM-3, identificada
também em isolados clinicos de K. pneumoniae. Atualmente, a maioria das
ESBL identificadas em isolados clinicos é do tipo, TEM (TEM-1 e TEM-2), SHV
(SHV-1) e CTX-M, sendo que as duas primeiras sdo derivadas de enzimas, e
codificadas por genes blaTEM e blaSHV. E importante ressaltar que estas

enzimas, que sao codificadas por genes localizados em plasmideos tem alto
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perfil de disseminacdo para outras espécies de bactérias, e podem ser
identificadas em importantes patdégenos da familia Enterobacteriaceae
(TOLENTINO, 2009).

Apesar de todos os estudos que sédo realizados para o conhecimento a
respeito das ESBLs, além de todos os achados sobre o assunto, a ocorréncia
desta enzima era até o ano de 2000, relatado por Steward et al. como
mundialmente subestimada, uma vez que a avaliacdo da incidéncia de
microrganismos produtores de ESBL ndo era tdo facil de ser feita,
principalmente, por algumas diferencas entre os métodos de deteccdo e
interpretagédo utilizados, além da falta de notificagdo do quanto € encontrado uma
bactéria apresentando esta caracteristica. Porém com o surgimento das
metodologias moleculares, a identificacdo de isolados produtores destas
enzimas se tornou mais eficiente, auxiliando na confirmacédo dos resultados
bioquimicos sugestivos (ANDERSON et al., 2007).

34



5.6.3. Carbapenemases - Metalo-pg-lactamases (MBLs) e KPC

Ao longo dos anos, vem sendo observada, uma maior incidéncia de
bacilos Gram-negativos resistentes a cefalosporinas de espectro ampliado no
ambiente hospitalar, levando assim, ao maior uso de p-lactamicos mais potentes,
como os carbapenémicos (QUINTEIRA, et al., 2005). Essa classe de antibioticos
€ uma importante opcao terapéutica que vem sendo utilizada no tratamento de
infeccbes nosocomiais. Essa escolha preferencial como antibioticoterapia se
deve a sua elevada afinidade pelas proteinas ligadoras de penicilina do tipo 2
(PBP2), a estabilidade a muitas B-lactamases, incluindo as de espectro ampliado
(ESBL) e as cromossémicas (AmpC), e a Otima permeabilidade através da
membrana externa bacteriana (WOODFORD, et al., 2000).

As enzimas carbapenemases sdo em sua grande maioria capazes de
hidrolisar ndo s6 carbapenémicos, mas também os demais B-lactamicos. Trés
grandes classes de carbapenemases sao encontradas atualmente em
enterobactérias no mundo inteiro: as MBL, sendo os tipos IMP (Imipenem
resistente), VIM e NDM (New Delhi Metallo-B-lactamase) as mais
frequentemente detectadas em enterobactérias; as OXA-carbapenemases; e as
carbapenemases do tipo KPC. Podem ser consideradas, do ponto de vista
epidemioldgico, as enzimas de maior relevancia, as carbapenemases do tipo
KPC e as do tipo NDM, devido ao alto, rapido e amplo potencial de disseminacao
mundial (ANVISA, 2013).

Séo relatados dois tipos de enzimas que apresentam a capacidade de
hidrolisar os antimicrobianos da classe dos carbapenémicos, que sao as
enzimas serinas, que possuem uma fracdo serina no seu sitio ativo (classes A,
C e D), de acordo com Ambler (1980), que por um mecanismo de hidrolise,
inativa a droga por romper o anel 3-lactamico; e as MBLs (classe B) (WALSH et
al., 2005).

Dentre os principais microrganismos causadores de infeccoes
nosocomiais, apresentando importantes mecanismos de resisténcia pode-se
destacar os bacilos Gram-negativos oportunistas, ndo fermentadores de glicose,

como Pseudomonas aeruginosa e, Acinetobacter baumannii (MARRA et al.,
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2011). Essas bactérias podem ser citadas como as principais produtoras de
metalo-f-lactamases, enzimas pertencentes a classe B de Ambler ou a classe 3
de Bush-Jacoby-Medeiros que apresentam habilidade de hidrolisar todos os -
lactdmicos comercialmente disponiveis, sendo a Unica excegcdo O
monobactamico, Aztreonam. Na hidrolise, utilizam como cofator, dois ions
divalentes, normalmente o zinco. Mesmo apresentando resisténcia aos
inibidores de B-lactamases, como o Sulbactam e o Acido Clavulanico, sdo
sensiveis as substancias que tem caracteristica quelante de ions metalicos,
como o acido etileno-diamino-tetracético (EDTA), e os compostos derivados do
acido tiolatico, a exemplo o acido-mercaptopropiénico (MPA) (CROWDER et al.,
1998; QUEENAN; BUSH, 2007).

A primeira vez que foi realizada a identificacdo da NDM-1 foi na Suécia,
no ano de 2008, em um paciente com caso de hospitalizacio na india. O mesmo
foi colonizado com K. pneumoniae e uma E. coli transportando o gene blanpm-1
em plasmideos transmissiveis (YONG et al., 2009).

Devido a rapida disseminacdo que NDM-1 apresenta, observou-se a
rapidez e fluidez com que os genes séo transferidos entre espécies bacterianas.
O blanpwm-1 foi primeiramente mapeado dos plasmideos isolados a partir de E. coli
e K. pneumoniae carbapenémicos resistentes, e a partir deste mapeamento foi
visto os relatos de expressao tanto cromossémica do plasmideo e blaNDM-1 em
outras espécies de enterobactérias, bem como Acinetobacter spp. e P.
aeruginosa (PATEL; BONOMO, 2013).

Foram detectados recentemente alguns casos de microrganismos
produtores de NDM-1 em Porto Alegre, no estado do Rio Grande do Sul. O gene
blanom-1 foi identificado em Providencia rettgeri e Enterobacter cloacae. A
deteccdo desses casos demonstra a oportunidade de realizacdo do controle da
disseminacao desse tipo de mecanismo de resisténcia no Brasil. Esse controle
s6 podera ser alcancado, se houver um esfor¢o multidisciplinar, incluindo ndo soé
a deteccao precoce de pacientes colonizados e a implementacéo de precaucdes
de contato, mas também a escolha do tratamento adequado (ANVISA, 2013).

Conforme trabalho publicado em 2013 por Patel & Bonomo, existem sete

variantes (NDM-1 a NDM-7), sendo que a mais comum nos isolados é a NDM-1.
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Uma avaliacdo recente da construcdo genética associada com blanpm-1 levou a
descoberta de uma nova proteina de resisténcia a bleomicina, a BRPwvsL. Em
avaliacdo realizada com 23 isolados da variante NDM-1 em Enterobacteriaceae
e A. baumannii foi possivel observar que a grande maioria deles possuia um
novo gene de resisténcia a bleomicina (PATEL; BONOMO, 2013).

Estudos tém demonstrado que a falta de medicamentos eficazes contra
NDM-1 vem exigindo esforco continuo de investigacdo para resolver este
problema. Uma maneira que pode ser eficiente seria a descoberta de inibidores
NDM-1, que protejam os antibiéticos B-lactamicos a partir do efeito de hidrolise
da enzima, recuperando assim a poténcia antibacteriana. Levando em
consideracdo a determinacdo da atividade biologica e a simulacdo molecular
sobre o mecanismo inibitério, alguns derivados do acido tiofeno-carboxilico
foram descobertos como sendo inibidores de NDM-1, e a atividade inibidora foi
demonstrada in vitro através de inibicdo enzimética. Portanto, o efeito sinérgico
destes inibidores em combinagdo com Meropenem contra E. coli que expressam
NDM-1 foi também comprovada a partir da determinacdo dos valores de
concentragdo inibitéria minima (SHEN et al., 2013).

As MBLs aparecem de forma intrinseca em determinados organismos,
como Chryseobacterium meningosepticum, Chryseobacterium indologenes,
Aeromonas spp., Stenotrophomonas maltophilia, Legionella gormanii, Bacillus
cereus e Caulobacter crescentus. Entretanto, desde a década de 1990, vem
sendo observado em outras bactérias de grande importancia clinica, como
Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., e alguns géneros da familia
Enterobacteriaceae, a presenca de genes que codificam essas enzimas. Além
disso, Mendes et al., relatou em 2006, que estes genes foram encontrados em
regides do genoma que conferem mobilidade ao gene, o que faz com que essas
enzimas possam ser classificadas como MBL adquiridas ou simplesmente MBLs
moveis.

Portanto, o alto indice de utilizacdo de carbapenémicos no ambiente
hospitalar acaba por ocasionar maior pressao seletiva sobre a microbiota
nosocomial, favorecendo a selecéo de subpopulagbes de microrganismos que

apresentam sensibilidade diminuida ou resistente a esses antimicrobianos. Tém
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sido isoladas pelos laboratorios de microbiologia clinica na maior parte dos
hospitais brasileiros, amostras bacterianas de P. aeruginosa e Acinetobacter
spp. resistentes a grande maioria dos agentes antimicrobianos e sensiveis
somente a Polimixina B, causando sérios problemas ao corpo clinico na hora da
decisdo e implantacdo de protocolos de antibioticoterapia (MENDES et al.,
2006).

As carbapenemases, dentre as B-lactamases, sao consideradas as mais
versateis, uma vez que, sdo capazes de hidrolisar a grande maioria dos
antibioticos B-lactamicos disponiveis no mercado (LIVERMORE, et al., 2006). As
KPCs sao enzimas codificadas por plasmideos, pertencentes a classe A serina,
assim caracterizadas por requerer um sitio serina e um grupo funcional 2f para
hidrolisar penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (QWEENAN; BUSH,
2007). Portanto, aqueles isolados bacterianos que adquirem o gene plasmidial
para a producédo de KPC, normalmente sao resistentes também a varias outras
classes de agentes antimicrobianos utilizados como opc¢bes de tratamento
(DIENSTMANN et al.,, 2010; FONTANA et al., 2010; KITCHEL et al., 2009;
LANDMAN et al., 2005; QUEENAN; BUSH, 2007), o que limita a escolha de
antibiéticos para o tratamento de infec¢des graves (ENDIMIAMI et al., 2009).

Os bastonetes Gram-negativos que sao capazes de produzir
carbapenemases, podem ser considerados 0s principais responsaveis por
causar infeccdes graves, de dificil tratamento, e principalmente, alto indice de
mortalidade. Os primeiros casos descritos foram enzimas espécies especificas,
porém sabe-se que 0s genes que induzem a producdo dessas enzimas estao
presentes no plasmideo, ou seja, tem alto poder de transmissdo entre espécies
(PFEIFER et al., 2010; QWEENAN; BUSH, 2007).

O gene responsavel por codificar a enzima KPC, o blakpc, é transmissivel
por plasmideos entre Enterobacteriaceae (MARSCHALL et al., 2009; MARTINS
et al., 2010). Por apresentar caracteristica de mobilidade, pode ser facilmente
transferido entre bactérias da mesma espécie ou até mesmo entre espécies
diferentes (DEL PELOSO; BARROS; SANTOS, 2010). O mesmo ja foi
encontrado em algumas variadas espécies da familia Enterobacteriaceae além

de alguns nédo fermentadores como Acinetobacter e Pseudomonas (BULIK et al.,
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2010; COLE et al.,, 2009; ROBLEDO et al., 2010; TIBBETTS et al., 2008;
TSAKRIS et al., 2009; WOLTER et al., 2009). Em 2010, Robledo et al. relataram
gue oito diferentes variantes KPC (KPC 2 a 9) ja haviam sido identificados com
diferenca de uma ou duas substituicdes de aminoacidos (ROBLEDO et al.,
2010).

Para o rastreamento da enzima KPC, podem ser utilizados métodos
bastante variados, por exemplo focalizacdo isoelétrica, disco-difusdo, E-test e
teste de Hodge modificado, e ainda, e principal teste confirmatoério de escolha é
a pesquisa do gene blakrc por PCR (ANDERSON et al., 2007). Pode ser feita a
triagem fenotipica que se da pela utilizacdo do antibiograma com discos de
cefalosporinas subclasse Il (Cefoperazona, Cefotaxima, Ceftazidima,
Ceftizoxima, Ceftriaxona) e Imipenem (IPM), Meropenem (MEM) e Ertapenem
(ETP) (BRATU et al., 2005).

De acordo com os infectologistas, a maioria das infec¢cdes causadas por
enterobactérias que produzem a enzima KPC, ocorre em pacientes com
imunidade comprometida, que apresentam comorbidades. Sdo pacientes
transplantados, neutropénicos, em ventilagdo mecanica, aqueles em UTI, com
longos periodos de internacao que apresentam risco aumentado de infeccdo ou
colonizacdo para bactérias multirresistentes, e também com dispositivos
invasivos como cateter, sonda, pulsdo venosa periférica (MARCHAIM, 2008;
MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

A enzima KPC foi definida pela ANVISA em 2011 como tendo a
capacidade de impedir a acdo de varios agentes antimicrobianos, sendo
atualmente apontada como o principal facilitador de algumas infec¢des, isto
devido a resisténcia que confere a muitos dos medicamentos disponiveis no
mercado. Ainda relatou que, entre 2009 e 2010 houve diversos casos em
hospitais do Espirito Santo; Goias; Minas Gerais; Santa Catarina; Distrito Federal
e Sao Paulo. Devido sua localizagdo em plasmideo, o grupo KPC apresenta
ainda alto potencial de disseminagéao, sendo mais comum em K. pneumoniae,
uma bactéria que apresenta alta capacidade de acumular e transferir genes de
resisténcia, dificultando o controle de epidemias e elevando as taxas de

mortalidade.
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Normalmente, o paciente que apresenta quadro de infeccéo por Klebsiella
pneumoniae ou outra enterobactéria produtora de KPC apresenta sinais e
sintomas como febre ou hipotermia, taquicardia, complicacdes respiratérias e
nos casos mais graves, inchaco, hipotenséo, e até mesmo faléncia multipla dos
orgdos. Em relagdo ao sitio de acdo, a bactéria produtora de KPC pode causar
pneumonia associada a ventilacdo mecanica, infeccdo do trato urinario,
septicemia, infeccdo de partes moles e outros tipos de infeccdo (OLIVEIRA,
2010).

5.7. Tratamento

Com relacdo ao tratamento de enterobactérias multirresistentes, como
aquelas produtoras de KPC, a ANVISA publicou uma nota técnica em 2013,
estabelecendo algumas condutas com relagdo ao tratamento empirico e apos
resultados dos testes de susceptibilidade aos antibiéticos. A terapéutica empirica
para infeccdes por enterobactérias multirresistentes se baseia na utilizacdo de
Polimixina B ou Polimixina E (Colistina) em associagdo com um ou mais
antimicrobianos aminoglicosideos (Gentamicina ou Amicacina), carbapenémicos
(Meropenem ou Doripenem), e Tigeciclina. Além disso, sempre usar associa¢cdes
de dois ou trés antimicrobianos, sendo um deles Polimixina B ou Polimixina E
(Colistina), evitando-se a utilizacdo de monoterapias devido ao alto risco do
rapido desenvolvimento de resisténcia.

A escolha do(s) farmaco(s) de associacao com Polimixina B ou E deve se
basear, preferencialmente, no perfil de susceptibilidade esperado aos referidos
medicamentos utilizados na antibioticoterapia das enterobactérias resistentes
aos carbapenémicos detectadas no ambiente hospitalar ou, na auséncia de
dados locais, na regido, considerando igualmente o local de infeccdo e a
penetracdo esperada do antimicrobiano na escolha da droga a ser utilizada na
combinacgao (ANVISA, 2013).

Apos a liberacédo do perfil de sensibilidade é necessario que seja realizada
a adequagdo quanto ao uso dos medicamentos. Sempre que houver a

possibilidade, deve-se manter no minimo 2 (dois) farmacos com sensibilidade
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comprovada in vitro. Porém, nos casos em que néo for detectada sensibilidade
a uma segunda droga (suscetibilidade apenas a Polimixina B ou E), recomenda-
se manter a terapia combinada de Polimixina B ou E com carbapenémicos
(Meropenem ou Doripenem) ou Tigeciclina, na tentativa de que ocorra
sinergismo entre elas. Sugere-se que, além da determinacao das CIMs para uma
das Polimixinas (B ou E), também sejam determinadas as CIMs de Tigeciclina e
carbapenémicos (Meropenem) e a consultoria de um infectologista (ou Comisséo
de Controle de Infeccdo Hospitalar) para a determinacéo da terapia combinada
com base na interpretacdo do antibiograma, CIMs e quadro clinico do paciente.
Por fim, nos casos em que forem detectadas linhagens resistentes as Polimixinas
(concentragdes inibitérias minimas [CIMs] > 2 mg/L), recomenda-se a
associacdo de dois ou trés do antimicrobianos sugeridos para a combinacéo
(ANVISA, 2013).

A Nota Técnica publicada pela ANVISA em 2013, também estabelece
condutas para realizacdo da triagem e identificacdo das possiveis linhagens
produtoras de carbapenemases. Para a interpretacao dos testes de sensibilidade
aos antimicrobianos (TSA) de enterobactérias devem ser utilizadas as normas
do CLSI do ano vigente.

Ao se avaliar as dificuldades no tratamento das infeccbes por
enterobactérias néo sensiveis aos carbapenémicos, a determinacdo das
concentragbes inibitérias minimas (CIM) para Imipenem, Meropenem,
Tigeciclina, Polimixina B ou Colistina por método ndo automatizado é necesséria
para guiar o tratamento. A continuidade do tratamento iniciado empiricamente
com Polimixinas deve ser subsidiado por determinacdo da CIM, uma vez que,
em algumas instituicdes no Brasil a taxa de resisténcia as Polimixinas, em
enterobactérias produtoras de KPC, € superior a 9%. Com relagéo a Tigeciclina
0s critérios interpretativos estao disponiveis apenas para Escherichia coli;
portanto seu uso também deve ser guiado por determinacéo da CIM por método
nao automatizado (ANVISA, 2013).

A triagem de enterobactérias produtoras de carbapenemases € iniciada a
partir da realizacdo do TSA de enterobactérias isoladas de pacientes

hospitalizados, no qual, o laboratério devera testar simultaneamente Ertapenem,
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Imipenem e Meropenem. Nos casos de utiliza¢cdo do sistema de automag&o com
painel sem Ertapenem este antimicrobiano devera ser testado por disco-difusédo
para auxiliar na liberacdo dos resultados. Quando o isolado apresentar
sensibilidade aos trés carbapenémicos (Ertapenem, Imipenem, Meropenem), 0
resultado podera ser liberado como tal, quanto a esse grupo de antimicrobianos,
sem que seja necessaria a realizacao de testes adicionais, ndo sendo necessaria
a pesquisa de carbapenemases. Ja para triagem de produtores de
carbapenemase em isolados do Grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter
spp., Serratia spp., Providencia spp., Morganella morganii e Hafnia alvei)
deverdo ser considerados apenas os resultados de Imipenem e Meropenem,
enquanto que para isolados que ndo pertencam a esse grupo o Ertapenem
também devera ser utilizado. Aqueles isolados com diametro de halo de inibicdo
<22 mm ou com CIM = 2ug/mL para Imipenem e/ou Meropenem, e isolados com
diametro do halo de inibicdo < 24 mm, ou CIM = 1 ug/mL para Ertapenem
deverdo ser testados, de modo suplementar, com discos de Meropenem e
Imipenem com e sem adicdo de EDTA, Cloxacilina (CLOXA) e Acido
Fenilbordnico (AFB) (ANVISA, 2013).

Quanto ao teste de Hodge modificado, amplamente utilizado em vérios
laboratorios de microbiologia no Brasil, a ANVISA informou que o mesmo
apresenta uma baixa sensibilidade na detec¢cdo de NDM e, portanto, deve ser
evitado para deteccao de carbapenemases, até que mais evidéncias cientificas
sejam acumuladas ao seu favor. Portanto a deteccdo fenotipica de
carbapenemases deve ser baseada no uso de bloqueadores enzimaticos, uma
vez que as metalo-B-lactamases atuam utilizando dois metais para 0 mecanismo
catalitico, e os bloqueadores atuariam como guelantes desses ions. Sao varias
as substancias que apresentam essa propriedade, porém uma das mais
utilizadas é o EDTA.

Enfim, o teste PCR é um método rapido e preciso de identificacdo do gene
blaKPC. Além de apresentar alta sensibilidade e especificidade na metodologia,
tem caracteristicas peculiares quanto a rapidez. No entanto, a PCR exige

equipamento e conhecimentos especializados em diagnostico molecular, e
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devido a estas exigéncias ainda nao esté disponivel para utilizacdo na rotina dos
laboratérios de microbiologia (COLE et al., 2009)
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo sobre os mecanismos de resisténcia bacteriana tem se tornado,
ao longo de décadas, extremamente importante e essencial, uma vez que
possibilita 0 esclarecimento quanto as dire¢des estratégicas que poderao auxiliar
na queda e erradicacdo das IRAS. Vale ressaltar o qudo fundamental é a
participacdo dos laboratérios na identificacdo das linhagens causadoras dos
surtos, e uma vez apontado o microrganismo, a chance de se obter um
tratamento adequado com uso correto dos antibiéticos tende a aumentar. Hoje,
o apelo por um maior interesse no isolamento destas bactérias e aclaracéo dos
mecanismos de resisténcia pelas industrias é incessante, pois € a partir destas
informacBes, que as mesmas tém condicbes reais de produzirem novos
antibioticos, que apresentem alta poténcia no combate aos microrganismos
multidroga resistentes.

A via mais comumente associada a disseminacdo das IRAS é a
contaminacdo de patdégenos entre as maos de profissionais de saude e
pacientes. Entretanto, o ambiente hospitalar tem contribuicdo importante na
disseminacgéao dos microrganismos multirresistentes. Isto porque, na maioria das
vezes, 0 ambiente ocupado por pacientes colonizados e/ou infectados por estes
patdgenos torna-se contaminado. Uma vez nesta situacdo, a dificuldade de
descontaminacdo favorece o desenvolvimento de outros mecanismos de
resisténcia, pela troca de material genético com informacdes de resisténcia aos
antimicrobianos, o que dificulta ainda mais o tratamento.

Mesmo com todo o avanco ndo sé da biotecnologia, mas também da
biologia molecular e dos estudos que sequenciam genomas, ainda é dificil
acompanhar a descricdo de linhagens de bactérias com multirresisténcia a
drogas. A resisténcia KPC constitui uma ameaca para 0s pacientes no ambiente
nosocomial e para as instituicbes de saude, uma vez que é dificil a identificacédo
e o tratamento destes patdgenos resistentes, o que acarreta na elevacado dos
indices de mortalidade nas unidades de saude. Frente a esta situacéo, percebe-

se que a ampla versatilidade da resisténcia bacteriana mostra a necessidade de
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restringir ao maximo o uso de antibiéticos, bem como a realizagédo de ac¢des que
visam prevenir as infeccoes.

Realizar a prevencao € a principal forma de se combater as infec¢des
relacionadas a assisténcia a saude, uma vez que o tratamento apresenta alta
complexidade. Assim, os profissionais de salde sédo de extrema importancia
para a eficiéncia destas acdes, tendo especial atencéo a higienizacdo das maos
de todas as pessoas que visitam o ambiente hospitalar. Isolar os pacientes com
quadros infecciosos causados por microrganismos MDR, e a limpeza dos locais
sdo as providéncias basicas que devem ser tomadas afim de evitar a dispersao
de BMRs, principalmente aquelas que expressam fenotipos como KPC e NDM-
1, hoje os principais causadores de morte no ambito hospitalar.

As IRAS devem ser controladas atendendo as exigéncias éticas e legais
para que haja uma melhoria na qualidade do atendimento e da assisténcia ao
paciente. Sdo irrefutaveis as vantagens destas praticas, pois além de reduzirem
da morbimortalidade dos pacientes, leva a reducdo nos custos associados ao
tratamento dos quadros infecciosos nas instituices de satude em todo o Brasil.

Portanto, o papel do microbiologista clinico diante do problema atual da
bactéria KPC é de suma importancia dentro de um laboratério. E necessaria a
investigacdo de fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos mediante técnicas
adequadas e simples que possam ser realizadas dentro de um laboratério.
Outros aspectos importantes sdo a constante atualizagdo sobre o tema e a troca
de informagBes com o corpo clinico hospitalar e com o Servi¢o de Epidemiologia
e Controle de Infeccdo Hospitalar (SECIH). Também deve-se estabelecer
programas de controle da qualidade que venham garantir um resultado confiavel

e rapido para auxiliar no diagnéstico do paciente.
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