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Resumo

O aumento da resisténcia antimicrobiana é considerado, segundo a OMS, como um dos
principais problemas da atualidade, sendo observado o aumento alarmante, nos Ultimos
anos, da circulacdo de cepas com perfil de multirresisténcia, especialmente aos
antimicrobianos de ultima geragéo, incluindo Ceftriaxona e Cefepime (cefalosporina de 3% e
42 geragéo) e Carbapenémicos (Imipenem, Meropenem e Ertapenem) utilizados como prati-
ca no tratamento de diversas infec¢des. No entanto, esta pratica vem favorecendo a selegéo
de microrganismos resistentes a estes farmacos, através de diversos mecanismos, incluin-
do a aquisicéo de B-lactamases de espectro estendido ou genes de resisténcia localizados
em elementos méveis, que, consequentemente, resultam em falhas terapéuticas no trata-
mento empirico de infecgdes invasivas. A combinacgéo entre estes fatores favorece a selegéo
de microrganismos com perfil MDR (Multidrug Resistance), facilitando a implantagéo e dis-
seminagao destes microrganismos em diferentes ambientes, tanto comunitarios quanto
nosocomiais, que podem resultar em infecgdes graves de dificil controle e tratamento clinico
limitado.
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INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um
grande desafio no tratamento de infec¢cdes causadas por
determinados microrganismos, pois muitas vezes as opgdes
de farmacos sdo minimas."? As enterobactérias podem
apresentar muitos mecanismos de resisténcia que variam
desde deficiéncia de porinas até a producédo de enzimas
capazes de inativar a acdo de drogas antimicrobianas, como
exemplo as beta-lactamases. Atualmente sdo descritas
aproximadamente 35 enzimas beta-lactamases distintas,
das quais algumas, como as carbapenemases, tém apre-
sentado maior relevancia, tendo em vista sua distribuicéo
clonal e o impacto que vem sendo observado pela falha no
tratamento de infecgdes por estes microrganismos.®

As carbapenemases sdo enzimas que atribuem as
bactérias resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos.
A emergéncia das bactérias produtoras de carbapenemase

gera um grande problema de saude publica no Brasil e no
mundo. As infec¢des por enterobactérias que contém este
tipo de enzima aumentam a taxa de mortalidade dos paci-
entes acometidos, pela dificuldade no tratamento, ja que
existem poucas alternativas eficazes na eliminacéo e con-
trole destas infecgdes.®

Existem varios tipos de carbapenemases que séo
transmitidos de um organismo a outro através de mecanis-
mos de trocas genéticas que acontecem no ambiente, in-
cluindo a transferéncia de elementos genéticos moéveis. A
globalizacao certamente contribui para a disseminacéo de
microrganismos que carregam caracteristicas de resistén-
cia, pois podem ser disseminados através da migracéo de
pessoas entre paises, que acabam por transportar de um
hemisfério a outro microrganismos portadores destas
enzimas. Apesar da influéncia dos habitos alimentares, im-
portacao de animais de producéo e plantas ornamentais
terem influéncia na disseminacéao destes microrganismos,
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a presenca de cada um dos tipos de carbapenemases em
microrganismos responsaveis por infecgdes e colonizacdes
pelo mundo ainda é distribuida de forma que cada regiao
ou continente tenha um tipo prevalente.®Nesse cenario tor-
na-se imprescindivel conhecer as metodologias aplicadas
ao diagnostico, permitindo a interpretacéao correta e rapida
e o reconhecimento dos mecanismos de resisténcia envol-
vidos, assim como a pratica de prevencgéo para evitar a dis-
seminacdo destes microrganismos e restringir o uso de
antimicrobianos, utilizando-os de maneira adequada.®

MATERIAL E METODOS

Este artigo de revisdo compde-se de pesquisa biblio-
grafica, que fundamentou sua base teérica por meio de li-
vros, guidelines utilizados por profissionais da area, como
o Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), que é o
6rgao internacional americano responsavel pelas recomen-
dacdes e padronizagédo das etapas para a realizagéo do
Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos e estabelece
os pontos de corte para a interpretacédo dos resultados, e o
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST), que é o comité europeu e apresenta al-
guns padrdes ndo contemplados pelo comité americano. Fo-
ram utilizados trabalhos cientificos com dados recentes ob-
tidos através da ferramenta de busca PubMed, utilizando
as palavras-chave carbapenemases, -lactamases, infec-
¢Oes bacterianas e multirresisténcia como descritores, para
caracterizar as carbapenemases e seu diagnéstico labora-
torial de acordo com o cenario mundial no periodo de 2010
a2014.

CARBAPENEMASES

A produgéo de enzimas beta-lactamases tem sido re-
latada como um importante mecanismo bacteriano de re-
sisténcia a antibioticos beta-lactamicos, ja que, hidrolisando
o anel beta-lactamico pela quebra da ligacdo amida, o
antimicrobiano perde a capacidade de inibir a sintese da
parede celular bacteriana.®

Determinados microrganismos, como as enterobac-
térias, podem apresentar como mecanismo de resisténcia
a producéo de beta-lactamase do tipo denominado "carba-
penemase" quando ha a capacidade enzimatica do micror-
ganismo de hidrolisar um antimicrobiano beta-lactamico da
classe dos carbapenémicos e outros beta-lactamicos, re-
duzindo sua ac¢éo bactericida. Sendo assim, uma carbape-
nemase é um tipo especifico de beta-lactamase.” Foram
descritos inimeros tipos de beta-lactamases, com base em
diversos critérios de classificagdo, porém existem duas clas-
sificacdes que sdo mais difundidas e utilizadas pela comu-
nidade cientifica: a classificacdo de Ambler e a de Bush-
Jacoby-Medeiros.®9
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A classificacdo de Ambler foi baseada na sequéncia
de aminoacidos, agrupando em classes de acordo com a
estrutura molecular das beta-lactamases. Neste estudo fo-
ram propostas quatro classes distintas: A, B, C e D.® Ou-
tra classificagéo, sugerida por Bush em 1989, foi baseada
na correlacao entre o substrato e as propriedades inibito-
rias da enzima.!"® Anos depois, esta classificagéo foi atua-
lizada com aintroducéo de caracteristicas estruturais junto
aos critérios anteriores, dividindo-se em quatro grupos: 1,
2,3,4. Embora sejam quatro grupos, o grupo 2 se subdivi-
de em oito outros grupos e o grupo 3 em mais outros trés.©®
Para o estudo das carbapenemases consideramos as duas
classificagdes, pois se complementam.

Entre as enterobactérias produtoras de carbapene-
mases, a Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli estdao
entre as mais relatadas em relagé@o a presenca deste me-
canismo.® Enterobactérias do género Enterobacter, Citro-
bacter, Providencia e Proteus séo reportadas, porém com
menos frequéncia e apresentam resisténcia aos antimicro-
bianos como Ceftriaxona e Cefepime (cefalosporina de 32
e 42 geracéo) e Carbapenémicos (Imipenem, Meropenem
e Ertapenem).(".12)

Classificagdo das carbapenemases

Na Classe A de Ambler estédo alocadas as beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL), que sao inibi-
das pelo acido clavulanico. Conferem resisténcia a varias
cefalosporinas de amplo espectro e estdo no grupo 2 de
Bush-Jacoby-Medeiros. Ja as carbapenemases deste gru-
po, pertencentes ao subgrupo 2f, sdo serino-carbape-
nemases, pois tém uma serina como seu principal residuo
catalitico, localizada no seu sitio ativo, e contém os tipos
KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase), NMC
(N&@o Metalo carbapenemase), IMI (Imipenem hydrolyzing
carbapenemase), SME (Serratia marcescens enzyme) e
GES (Guiana extended spectrum).®® Os varios tipos de
carbapenemases de classe A comecgaram a ser notifica-
dos a partir de 1982 (SME), 1984 (IMI), 1990 (NMC), 1996
(KPC) e 2000 (GES)."As GES, carbapenemases da clas-
se A, tém sua capacidade hidrolitica aumentada depen-
dendo do seu subtipo GES-1/2/3/4/5.(1415)

Ja na Classe B estdo as Metalobetalactamases
(MBLs), que, além de resistentes aos beta-lactamicos, sédo
resistentes também aos inibidores de beta-lactamases,
porém, séo inibidas pelo acido etilenodiamino-tetracético
(EDTA). Nesta classe de carbapenemase podemos encon-
trar as Metalobetalactamases dos subtipos SPM (Sao Pau-
lo Metalobetalactamase), GIM (German Imipenemase), VIM
(Verona Imipenemase), IMP (Imipenemase), AIM (Australian
Imipenemase) e NDM (New Deli Metalobetalacta-
mases).('31® Essas ultimas, relatadas inicialmente em
2006, na india, sdo carbapenemases de classe B, em que
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ainda estao sendo detectadas novas variantes.!"” ANDM-
1, foi a primeira a ser descrita, e, assim como as outras
MBLs, é zinco dependente.('® Até bem pouco tempo atras,
o subtipo NDM vinha sendo identificado somente em paci-
entes que tiveram alguma relagdo com a regido geografi-
ca da india e Paquistdo, porém, na atualidade, ja foram
isolados na América do Sul de pacientes nao contactantes
com esses paises.(®819

Na Classe C, também classificada como grupo funci-
onal 1, estdo as cefalosporinases cromossomiais ou AmpC
(Adenosina monofosfato ciclico), que por si s6 ndo confe-
rem resisténcia aos carbapenémicos.® Entretanto, quando
associadas a deficiéncia de porinas, podem promover re-
ducéo da sensibilidade e até a resisténcia a esses antimi-
crobianos.® E possivel a mediacdo plasmidial de AmpC,
inclusive em enterobactérias.®

E, por ultimo, na Classe D encontramos as Oxacili-
nases, que pertencem ao subgrupo funcional 2d. Elas hidro-
lisam as oxacilinas, oximinocefalosporinas e carbapené-
micos.® Assim como as carbapenemases da classe A, as
de classe D apresentam serino-enzimas.!”¥ Em entero-
bactérias, as carbapenemases de classe D mais conheci-
das sdo do subtipo OXA-48, o qual, apesar de nao ser
prevalente no Brasil, ja esta difundido em outros paises.52"
As Oxacilinases podem estar associadas a outros meca-
nismos de beta-lactamases, como CTX-M.?? Além do OXA-
48 existem muitos outros subtipos, como OXA-23, OXA-
146, OXA-40, OXA-58, OXA-24 e OXA-40, geralmente en-
contrados em bactérias nao fermentadoras.® As diferen-
¢as entre elas séo estruturais e acabam refletindo em niveis
maiores ou menores de resisténcia.?¥

Diagnéstico laboratorial

E importante que se verifique a concentrag&o inibito-
ria minima (CIM) dos carbapenémicos em cepas néo sensi-
veis a estes antimicrobianos, como também das polimixinas
e tigeciclina para indicar a melhor terapéutica com base na
dose mais precisa de antimicrobiano, pois pelo método de
Kirby-Bauer (disco-difusdo) temos apenas o critério inter-
pretativo de resistente, intermediario e sensivel.®

Em enterobactérias produtoras de carbapene-mases,
a presenca da enzima é suficiente para hidrolisar os carba-
penémicos e reduzir a sensibilidade desta classe no TSA,
sendo o ertapenem o primeiro carbapenémico a apresen-
tar resisténcia, pois € o marcador mais sensivel para este
mecanismo de resisténcia.?® E recomendado, pela Anvisa,®
que em enterobactérias sejam testados os trés carbapené-
micos disponiveis em nosso pais: o imipenem, o merope-
nem e o ertapenem, pois se o resultado do teste indicar perfil
intermediario ou resistente para qualquer um destes
antimicrobianos, é sugestivo que o mesmo seja mediado
pela produgéo de enzima carbapenemase.
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As cepas caracterizadas como metalobetalacta-
mases apresentam resisténcia a 90% das drogas utiliza-
das como escolha no tratamento empirico das infecgdes.
O mapa genético mediado por plasmideo de resisténcia
em cepas caracterizadas como KPC apresenta resistén-
cia multipla ndo s6 para betalactamicos, mas também tal
resisténcia esta associada com outras classe de antimi-
crobianos, como aminoglicosideos, macrolideos, fluoro-
quinolonas.®)

No entanto, a ndo sensibilidade aos carbapenémicos
nao é regra para a presenca de carbapenemases, pois a
presenca de beta-lactamases do tipo ESBL e AmpC asso-
ciadas ou nao a deficiéncia de porinas pode causar CIMs
elevadas destes antimicrobianos.®??

Testes fenotipicos

Os testes fenotipicos séo, ainda hoje, utilizados pela
maioria dos hospitais e laboratérios em todo o mundo por
serem métodos de baixo custo e de simples realizagéo,
permitindo a pratica de estratégias de rotina para a busca
de carbapenemases.!"? Aqui no Brasil, alguns destes testes
sdo padronizados pelo CLSI? e recomendados pela Agén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)® como técni-
ca de triagem diagnéstica, ressaltando que o diagnoéstico
final do mecanismo de resisténcia s6 pode ser obtido atra-
vés de testes moleculares.

Tais testes s@o necessarios tendo em vista que algu-
mas vezes a avaliacdo molecular pode detectar a presenca
de genes de resisténcia, mas o mesmo nao é expressado
fenotipicamente.('? As amostras suspeitas de carbapene-
mases através da resisténcia aos carbapenémicos e/ou tes-
tes fenotipicos positivos devem ser enviadas ao Laboraté6-
rio Central de Salde Publica do estado para confirmacéo e
analise molecular.®

Os testes de potencializagéo ou inibigcdo da sensibili-
dade sdo realizados observando-se a diferenca entre os
halos produzidos em Mueller Hinton com os discos de carba-
penémicos puros (meropenem, ertapenem e imipenem) em
comparacao aos discos dos mesmos carbapenémicos im-
pregnados com alguma substancia inibidora ou poten-
cializadora.!” A maioria dos testes fenotipicos, como a inibi-
¢éo com bloqueadores impregnados em disco, nédo é efi-
caz na triagem de carbapenemases de classe D.("?

No Brasil, esta triagem é separada entre enterobac-
térias pertencentes ao grupo CESP (Citrobacter freundii,
Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp.,
Morganella morganii e Hafnia alvei) e as ndo pertencentes
a esse grupo. Esta divisdo se deve a falsa positividade do
teste para a detecgdo de KPC neste grupo.® Portanto, a
realizacdo do teste fenotipico para Metalobetalactamases
pode ser indicada para ambos os grupos, especialmente
para os microrganismos que apresentam fenoétipo de resis-
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téncia a carbapenémicos, os quais podem estar associa-
dos a resisténcia a outras classes de antimicrobianos.

Discos de carbapenémicos, meropenem e imipenem
puros e impregnados com acido fenilborénico (AFB) sao
utilizados para a deteccéo fenotipica de carbapenemases
de classe A, principalmente do subtipo KPC.('?22% Um teste
positivo é encontrado quando ha diferenga de > 5 mm entre
os discos nao impregnados em relagcdo aos mesmos dis-
cos com acido fenilborénico. Nesse teste, o acido fenilbo-
ronico realiza o bloqueio enzimatico deste tipo de carba-
penemase.®

De maneira semelhante ao teste de inibicdo com AFB,
a inibicao feita com EDTA junto aos carbapenémicos resul-
ta em um aumento de 5 mm ou mais em relacdo aos mes-
mos antimicrobianos puros, caso o teste seja positivo. A
substancia potencializadora, o EDTA, nao sofre influéncia
de outras beta-lactamases. Em um teste positivo, observa-
mos o bloqueio enzimatico das Metalobetalactamases, fun-
cionando como um quelante de zinco.5:30

Para a triagem de outros mecanismos que possam
conferir resisténcia bacteriana a carbapenémicos e que nao
sejam uma carbapenemase, como produgédo de ESBL e
AmpC, é utilizada a cloxacilina, que inibe as transpep-
tidases e carbopeptidases, impedindo a sintese da parede
celular bacteriana e é resistente ao efeito da penicilinase.
Discos de carbapenémicos impregnados com cloxacilina e
outros somente com os carbapenémicos séao testados. O
teste positivo se caracteriza pela potencializagdo da resis-
téncia, ou seja, o diametro do halo sera menor com a
cloxacilina, com diferenga de 5 mm ou mais em relagdo ao
carbapenémico puro. Além disso, o teste com AFB também
se encontra positivo no caso de AmpC plasmidial.®®1?

CONCLUSAO

A identificacdo de mecanismos de resisténcia, além
do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, é muito im-
portante para nortear o tratamento clinico, pois sua detecgéo
minimiza a possibilidade de falhas terapéuticas.

Os métodos fenotipicos aqui descritos, apesar de ndo
serem a metodologia mais moderna e nem definitiva, como
as analises moleculares para diagnéstico final das carbape-
nemases, podem contribuir de forma muito positiva e eco-
ndémica no ambito laboratorial, orientando assim a antibio-
ticoterapia adequada e auxiliando indiscutivelmente na luta
contra a resisténcia bacteriana.

Abstract

Increase in antimicrobial resistance is considered, according to the
WHO, to be one of the main problems in present time, with an alarming
increase in recent years in the circulation of strains with a multiresistant
profile especially to the latest generation antimicrobials, including
Ceftriaxone and Cefepime (cephalosporin of 3rd and 4th generation)
and Carbapenems (Imipenem, Meropenem and Ertapenem) used as a
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practice in the treatment of several infections. However, this practice
has favored the selection of microorganisms resistant to these drugs,
through several mechanisms, including the acquisition of extended-
spectrum fi-actamases or resistance genes located in mobile elements,
which consequently results in therapeutic failures in the treatment of
Invasive infections. The combination of these factors favors the
selection of MDR (Multidrug Resistance) microorganisms, facilitating
the implantation and dissemination of these microorganisms in different
environments, both communitarian and nosocomial, that can resultin
severe infections of difficult control and limited clinical treatment.
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Carbapenemase; KPC; NDM; Metallo-beta-lactamase
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