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RESUMO

As enterobactérias representam 0s principais agentes etiologicos de infeccbes
comunitarias e nosocomiais, podendo ser isoladas de diversos sitios e materiais
biologicos. Esses microrganismos podem apresentar determinantes de resisténcia a
muitas classes de antimicrobianos sendo que a resisténcia pode ser intrinseca ou
adquirida e é classificada em quatro mecanismos fundamentais: alteracdo na
permeabilidade de membrana; mecanismos de efluxo; alteracdes na proteina-alvo do
antimicrobiano; e producdo de enzimas capazes de degradar antibiéticos. A alteracdo da
permeabilidade de membrana, especialmente por modificacbes funcionais nas
denominadas porinas, pode interferir no influxo tanto de B-lactdmicos quanto de
quinolonas. O efluxo das moléculas que permeiam a membrana também pode ser
regulado de forma a aumentar a extrusdo dos B-lactdmicos, dos aminoglicosideos e das
tetraciclinas, entre outros. Nesse processo, as bombas de efluxo da familia RND sao
particularmente importantes em enterobactérias, pois sdo capazes de formar complexos
triméricosque transportam moléculas tdxicas do citoplasma diretamente para fora da
célula bacteriana, sem passar pelo espaco periplasmatico. Vale ressaltar que algumas
bombas de efluxo sdo codificadas por genes presentes em elementos genéticos moveis,
0 que permite sua disseminacdo horizontal. Modificacbes de proteinas-alvo sdo
observadas no desenvolvimento de resisténcia as quinolonas e aos aminoglicosideos em
enterobacteérias, através de mutagdes nas topoisomerases e nos ribossomos bacterianos,
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respectivamente. A produgdo de enzimas pode promover a inativagdo dos
aminoglicosideos e, principalmente, dos B-lactamicos. Entre os Gltimos, destaca-se a
producédo de carbapenemases, enzimas capazes de hidrolisar os carbapenémicos e, em
alguns casos, diversos outros B-lactdmicos. As carbapenemases podem ser classificadas
em classes (A, B e D)conforme Ambler e os genes que codificam as mesmas estéo
inseridos em diversos contextos genéticos, que regulam sua expressdo e favorecem sua
disseminacdo. No Brasil, as carbapenemases mais relevantes em enterobactérias séo a
Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC), a New DelhiMetallo-p-lactamase
(NDM) e a OXA-370. Conhecer a epidemiologia desses mecanismos de resisténcia é
fundamental para a implementacdo de medidas de controle de infeccdo hospitalar,
evitando, assim, a disseminacdo dos mesmaos.

DESCRITORES: alteracdo de permeabilidade de membrana; sistemas de efluxo;
modificacOes de proteinas-alvo; produgdo de enzimas; KPC; NDM; OXA-370.

ABSTRACT

Enterobacteriaceae represent the most important etiological agents of community and
nosocomial infections, and can be isolated from various sites and biological materials.
These microorganisms may present resistance determinants to many antimicrobial
classes; the resistance can be intrinsic or acquired and classified in four different
mechanisms: alteration in the membrane permeability, efflux systems, alteration in the
target protein and production of enzymes thathydrolyze the antibiotics.Alterations in
membrane permeability, especially by functional changes in porins, may interfere with
the influx of both B-lactams and quinolones. The efflux of molecules throughout the
membrane may also be regulated to increase the extrusion of p-lactams,
aminoglycosides and tetracyclines, among others. In this process, the RND efflux pump
family are particularly important in enterobacteria, considering that they are able to
form trimeric complexes capable of transporting toxic molecules from the cytoplasm
directly to outside the bacterial cell, bypassing the periplasmic space. It is noteworthy
that some efflux pumps are encoded by genes present in mobile genetic elements, which
allows their horizontal spread. Target-mediated resistanceis observed in the
development of resistance to quinolones and aminoglycosides by mutations in bacterial
topoisomerases and ribosomes, respectively. The production of enzymes can promote
the inactivation of aminoglycosides and especially the B-lactams. Among the latter, we
highlight the carbapenemase production, enzymes capable of hydrolyzing carbapenems
and, in some cases, other B-lactams. The carbapenemasesbelong to Ambler classes A, B
and D, and the genes encoding them are inserted in different genetic environmentsthat
regulate its expression and favor its spread. In Brazil, the most relevant
carbapenemasesamongEnterobacteriaceae are theKlebsiellapneumoniaecarbapenemase
(KPC), the New Delhi Metallo-B-lactamase (NDM) and OXA-370. The epidemiology
of these resistance mechanisms is essential to implement adequate hospital infection
control measures, thus preventing the spread such mechanisms.

KEYWORDS: modifications in membrane permeability; efflux systems; target-
mediated resistance; enzyme production; carbapenemases; KPC; NDM;OXA-370.

As Enterobactérias estdo entre os principais causadores de infec¢des do trato
urinario adquiridas na comunidade, e podem ser isoladas de diversos outros importantes
sitios de infeccdo, como o liquido cefalorraquidiano, a corrente sanguinea e o trato

respiratério inferior.! Até o momento, ndo existem dados na literatura que indiquem a



real prevaléncia de infeccGes causadas por Enterobactérias. Sabe-se, no entanto, que
aproximadamente 40% das infecgbes de corrente sanguinea sdo causadas por
microrganismos dessa familia e a incidéncia de pneumonia pode chegar a 25%, nos
paises da América Latina,de acordo com os dados obtidos pelo SENTRY de 2008 a
2010.2

Os membros da familia Enterobacteriaceae apresentam perfis variaveis de
susceptibilidade as diferentes classes de antimicrobianos. A resisténcia a esses farmacos
pode ser intrinseca ou adquirida e é classificada em quatro mecanismos fundamentais:
alteracdo na permeabilidade de membrana; mecanismos de efluxo; alteragdes na
proteina-alvo do antimicrobiano; e producdo de enzimas capazes de degradar estes
farmacos.® Nesta revisdo, apresentaremos os principais aspectos da resisténcia a
antimicrobianos na familia Enterobacteriaceae, com destaque para a producdo de
carbapenemases, mecanismo responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos considerados de ultima escolha para o tratamento de infeccbes por

microrganismos dessa familia.

Alteracao de permeabilidade da membrana externa

A grande maioria dos alvos dos antimicrobianos encontra-se no interior das
células bacterianas. Sendo assim, fica claro que, para que sejam efetivos, é necessario
que os antibiéticos atravessem as membranas celulares.* A membrana externa presente
nos bacilos Gram-negativos se torna, dessa maneira, a primeira defesa desses
microrganismos contra agentes quimioterapicos.” Antimicrobianos hidrofébicos, como
os aminoglicosideos e 0s macrolideos, sdo capazes de atravessar a membrana externa
por difusdo simples. Ja as tetraciclinas e as quinolonas sdo capazes de atravessar a
membrana tanto por difusdo simples quanto atraves de canais proteicos, as denominadas
“porinas”. Por ultimo, antibioticos hidrofilicos, como os B-lactdmicos, dependem
exclusivamente das porinas para atingir o espaco periplasméatico e a membrana
citoplasmética.®

A principal funcéo das porinas vai muito além do transporte de antimicrobianos.
As denominadas “porinas cldssicas”, presentes e estudadas pela primeira vez em
Escherichia coli, facilitam, de forma inespecifica, a entrada de nutrientes e outros
pequenos solutos na célula bacteriana.” As porinas da familia OmpCservem de canal
preferencial a moléculas catibnicas pequenas, enquanto que as da familia OmpF

aumentam a permeabilidade da membrana externa para moléculas catidnicas um pouco



maiores. J& as porinas do tipo PhoE facilitam a entrada de moléculas anidnicas.” Em
Klebsiella pneumoniae, a OmpK35 apresenta papel semelhante a OmpF, enquanto a
OmpK36 possui fungdo homdloga & OmpC.®

Muitos estudos que descrevem o papel das porinas no desenvolvimento da
resisténcia aos antimicrobianos avaliam sua influéncia na reducdo do influxo dos
B-lactamicos na célula bacteriana.”™* Esses farmacos ndo sdo capazes de atravessar a
membrana externa sem o auxilio de proteinas transportadoras, o que faz com que
alteracOes na expressao e/ou na estrutura dessas proteinas tenham grande influéncia na
sua efetividade clinica. As variagdes mais comumente estudadas sdo aquelas na regido
de constricdo do poro, o que faz com que seu didmetro seja reduzido e,
consequentemente, limite a entrada desses antimicrobianos.*? A reducdo da expressio
das porinas também é um mecanismo adaptativo utilizado pelas bactérias para reduzir o
influxo dos B-lactamicos através da membrana. Isolados de Escherichia coli produtores
de B-lactamases de espectro estendido (do inglés extended-spectrum f-lactamase-
ESBL) desenvolveram resisténcia aos carbapenémicos através da modulacdo da
expressdo de OmpC e OmpF, em decorréncia de mutacdes do gene regulatério ompR.*
Em isolados obtidos no Chile, por exemplo, a alteracdo de porinas foi mais significativa
para o desenvolvimento de resisténcia aos carbapenémicos do que a producdo de
enzimas.*

A resisténcia as quinolonas também pode ser mediada por modificagbes na
permeabilidade de membrana. Em E. coli, a entrada destes antibioticos € possivel
através de OmpF, enquanto que, em K. pneumoniae, esse papel é representado pela
OmpK35. Nesses casos, o desenvolvimento da resisténcia parece ser resultado da
sinergia entre as mutacdes na topoisomerase (proteina-alvo desses farmacos) e a

reducdo na expresséo de porinas.™*°

Sistemas de efluxo

As bombas de efluxo s@o um mecanismo de transporte ativo cuja principal
funcdo é remover compostos toxicos do interior da célula bacteriana.!” As primeiras
bombas de efluxo descritas em bacilos Gram-negativos foram as da familia Tet, as quais
sdo especificas para a extrusio de tetraciclinas.*®

A superfamilia  RND (do inglés, Resistance-Nodulation-Division) de
transportadores esta presente nos principais bacilos Gram-negativos de importancia

clinica. Essas proteinas estdo localizadas na membrana citoplasmatica, mas sdo capazes



de se ancorar em porinas presentes na membrana externa, criando um canal de
passagem que permite que diversas substancias sejam transportadas diretamente do
citoplasma para o espaco extracelular, sem que seja necessaria a passagem pelo espaco
periplasmatico.”® Em E. coli, 0 acoplamento de AcrB (pertencente & familia RND) com
a proteina de ligagdo AcrA e a porinaTolC promove a saida ativa de diversas classes de
antimicrobianos, como cefalosporinas, fluoroquinolonas e tetraciclinas.®® A efetiva
extrusdo desses farmacos pode causar elevacGes expressivas ha concentracao inibitdria
minima (CIM) quando essas proteinas estdo superexpressas.” O contrario também é
valido, considerando que reducgdes de até 256 vezes da CIM podem ser observadas
quando os genes codificantes para essas bombas estdo deletados, fendmeno que pode
acarretarna recuperacdo da atividade do antimicrobiano com efetiva inibicdo do
crescimento bacteriano.?*?®

Diversos mecanismos regulatorios influenciam a relagéo entre as bombas de
efluxo e a resisténcia as diferentes classes de antimicrobianos. Existem evidéncias de
que a resisténcia as quinolonas mediada por esse mecanismo esta relacionada com
mutacbes no gene repressor marR, o qual aumenta a expressdo do ativador de
transcricdo MarA e, consequentemente, de acrAB.** MarA também parece interferir,
porém de maneira negativa, na expressao de porinas, aumentando ainda mais 0s niveis
de resisténcia.”® Em relacdo aos B-lactamicos, alteracdes no influxo desses farmacos
parecem ser mais representativas no desenvolvimento de resisténcia do que as
modificagdes no efluxo. No entanto, manipulacbes génicas nos reguladores da
expressdo das proteinas que compdem a bomba séo capazes de conferir altos niveis de
resisténcia a penicilinas, cefalosporinas e até aos carbapenémicos.

Em K. pneumoniae, AcrAB ndo sO6 apresenta um papel semelhante ao
desempenhado em E. coli, no que diz respeito ao desenvolvimento de resisténcia a
fluoroquinolonas e B-lactamicos, mas também parece influenciar na viruléncia desses
microrganismos.?’ Essa espécie também apresenta outras bombas capazes de mover
antimicrobianos para o exterior da célula bacteriana. As proteinas OgxAB e KpgABC,
por exemplo, est&o envolvidas na diminuicdo de sensibilidade a tigeciclina.?®*°

O papel dos sistemas de efluxo em S. marcescens é mais relevante no
desenvolvimento de resisténcia as quinolonas. Dentre eles, destaca-se a bomba SdeAB,
pertencente a familia RND e que apresenta atividade quando acoplada a proteina TolC-
likeHasF.*® Esta proteina de membrana externa ainda pode estar acoplada com outra

bomba, SdeXY, conferindo resisténcia também & tigeciclina.®* As bombas das familias



MFS e SMR, SmfY e SsmE, respectivamente, também apresentam atividade contra
quinolonas e estdo presentes em isolados de S. marcescens.*?33

Embora a maioria das bombas de efluxo seja constitutiva e, portanto,
cromossomal, importantes exemplos de bombas de efluxo que conferem resisténcia a
antimicrobianos sdo codificados por genes encontrados em plasmideos.”” O mais
importante deles parece ser aquele codificado pelos genes tet, os quais codificam
bombas do tipo MFS."® Ao contrario das bombas tipo RND, que s&o triméricas e
capazes de transportar uma diversidade de substratos, esse grupo é composto por
proteinas Unicas e sdo especificas para determinados tipos de substratos: as proteinas
Tet sdo capazes de transportar tetraciclinas, enquanto a bomba QepA2 é capaz de
transportar quinolonas.®**°

Considerando a importancia das bombas de efluxo nas resisténcias intrinseca e
adquirida, parece natural que se busquem inibidores especificos para essas proteinas.®
Assim, por reduzir a superexpressao das bombas de efluxo, tem sido considerada a
utilizacdo de inibidores como adjuvantes da terapia antimicrobiana pode permitir que
alguns farmacos que ndo eram utilizados no tratamento de determinados
microrganismos passem a ter efetividade clinica.*” A inibicdo das bombas também pode
interferir na formagdo de biofilme, o qual também é um fator relevante a ser
considerado em alguns tipos de infeccdo, pois o acesso do antimicrobiano a célula
bacteriana que crescem em biofilme é ainda mais limitado.*”

O inibidor mais estudado das bombas de efluxo bacterianas ¢ o PABN (do inglés
Phenyl-Arginine-Beta-Naphthylamide). Essa substancia, descoberta em 2001, é capaz
de inibir as principais bombas de efluxo em bacilos Gram-negativos (a saber, MexAB-
OprM, MexCD-OprJ e MexEF-OprN em P. aeruginosa, e AcrAB-TolC em E. coli).*® A
presenca do inibidor em meio de cultura também é capaz de reduzir a frequéncia de
surgimento de mutantes resistentes.*® A utilizacdo clinica dessa substancia, no entanto,
ainda ndo é possivel. Em suas concentracdes efetivas, a presenca de dois grupos
catibnicos em sua estrutura faz com que a molécula seja capaz de se acumular nos
tecidos e, consequentemente, apresente elevado potencial nefrotoxico.**** A busca por
potenciais inibidores de bomba permanece, pois esse parece ser um caminho promissor
na luta contra a resisténcia a antimicrobianos, uma vez que sua utilizacdo pode afetar a

susceptibilidade a diversos farmacos.




Modificacdo dos sitios de ligacdo dos antimicrobianos

Quando pensamos na alteracdo de proteinas de ligagdo como forma de
desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos, a primeira lembranga que muitos de
ndés temos diz respeito as mutacfes nas proteinas de ligacdo das penicilinas (do inglés
PenicillinBindingProtein- PBP) em cocos Gram-positivos, que conferem resisténcia a
todos os B-lactamicos, principalmente no género Staphylococcus.*? Embora ja existam
estudos sobre o papel das PBPs na resisténcia aos B-lactdmicos em bacilos Gram-
negativos, as principais modificacbes de proteina-alvo envolvidas na resisténcia a
antimicrobianos em enterobactérias sdo aquelas que conferem resisténcia as quinolonas
e aos aminoglicosideos e, mais recentemente, as polimixinas.***°

Quinolonas estdo entre os farmacos mais prescritos para o tratamento de
diversos tipos de infeccdes causadas por enterobactérias, especialmente infeccdes do
trato urinario.*” Esses antimicrobianos sdo capazes de se ligar as enzimas bacterianas
DNA girase e topoisomerase 1V, e a formagdo do complexo enzima-farmaco acarreta na
interrupgdo da replicagio do DNA e, consequentemente, na inibicdo da diviséo
celular.® Embora a resisténcia & quinolonas possa estar relacionada com a
superexpressdo de bombas de efluxo e até com mecanismos plasmidiais de inativacao
dos farmacos, as mutagdes na “regido determinante de resisténcia as quinolonas” (do
inglés Quinolone-ResistanceDeterminingRegion- QRDR) parecem ser 0 mecanismo
mais eficiente de resisténcia as quinolonas.”® E importante ressaltar que, para gerar
niveis clinicos de resisténcia, geralmente sdo necessarias diversas mutacdes pontuais na
regido QRDR dos genes gyrA e parC.>® A protecdo conferida pelas proteinas Qnr a
DNA girase também € capaz de impedir a ligacdo das quinolonas nessa enzima,
impedindo, portanto, a acdo desses farmacos.”’ Diversas variantes dos genes gnr ja
foram descritas, sendo que a maior parte delas € localizada em plasmideos,
especialmente os das familias A/C, L/IM e N.>2

A efetividade clinica dos aminoglicosideos, por sua vez, esta diretamente
relacionada com a sua capacidade de se ligar a subunidade 16S do ribossomo
bacteriano. Sua ligacdo com o sitio A dessa organela é capaz de interromper a traducao
proteica, a qual é fundamental para a sobrevivéncia da célula.>® Mecanismos capazes de
diminuir a afinidade dessa classe de antimicrobianos sdo uma das alternativas
encontradas pelo microrganismo para sobreviver na presenca desses farmacos. A

metilacdo de residuos especificos da subunidade menor do ribossomo impede a ligacéo



de diversos aminoglicosideos, e pode ser considerada uma maneira mais abrangente de
aquisicdo de resisténcia do que aquela provocada por modificacBes enzimaticas nos
farmacos.>

As metilases codificadas pelo gene armA sdo as mais prevalentes entre aquelas
responsaveis pelo desenvolvimento de resisténcia aos aminoglicosideos, seguidas por
aquelas codificadas por rmtB.> Outro fator notavel é que essas enzimas sio facilmente
transferidas horizontalmente, uma vez que seus genes codificantes estdo presentes em
elementos genéticos méveis, como transposons.”® Além de facilitar a disseminacéo
desses determinantes de resisténcia, alguns transposons ainda carreiam outros genes de
resisténcia. A montante de rmtB, por exemplo, é possivel encontrar o gene blarem.1 €,
em alguns contextos, observa-se a presenca de DNA codificante para a proteina de
efluxo de quinolonas Qep2.”’

A acgdo das polimixinas depende de sua interagdo com as moléculas do
lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa das bactérias Gram-negativas. Sua carga
positiva promove o deslocamento de cétions divalentes, como calcio e magneésio, da
porcdo negativa do LPS, desestabilizando a membrana e, em ultima instancia, formando
poros que permitem a entrada e saida livres de solutos, provocando o rompimento
celular.®® Apesar dessa acdo réapida, 0s microrganismos sdo capazes de se adaptar
facilmente a presenca das polimixinas, desenvolvendo resisténcia. O principal
mecanismo envolvido nesse processo € a alteracdo da carga dos lipideos de membrana,
através da modificacdo dos substituintes do LPS.*® Em K. pneumoniae, essas
modificacdes sdo reguladas pelos sistemas de dois componentes PhoP/PhoQ e
PmrA/PmrB. A ativagdo desses sistemas ocorre por alteragdes no ambiente, como a
mudanga da concentracao de ions, e resulta na adicdo de 4-amino-4-deoxi-L-arabinose
(L-Ara4N)aos grupos fosfato, reduzindo a carga do LPS a zero.’

Por muito tempo, acreditou-se que essas modificacbes eram causadas por
proteinas codificadas por genes presentes no cromossomo bacteriano. No entanto, Liu e
colaboradores demonstraram recentementea presenca de um mecanismo plasmidial de
desenvolvimento de resisténcia as polimixinas.®® O gene mcr-1 codifica uma enzima
capaz de modificar o lipidio A através da adicdo de fosfoetanolamina no mesmo. O
estudo relata a presenca desse gene em isolados humanos e de porcos obtidos na China,
além de identificar o mesmo em sequéncias depositadas por pesquisadores da Malésia,
cujo produto era, até entdo, de funcdo desconhecida. Finalmente, eles destacam a

elevada taxa de transferéncia horizontal do plasmideo contendo o gene mcr-1, através



de experimentos de conjugacdo in vitro. Desde esta publicacdo, o gene mcr-1 ja foi
relatado em diversos paises, e, atualmente, ja pode ser encontrado também no Brasil.
6152 A maior prevaléncia do gene mcr-1 tem sido descrita em animais de producéo, em
particular frangos, e isso estaria associado ao uso de polimixinas como substancias
promotoras de crescimento em aves. No entanto j existe relato do gene mcr-1 em E.
coli obtidas de frangos que ndo receberam polimixinas como estimulantes de

crescimento.®®

Producéo de enzimas

N&o ha davida de que 0 mecanismo mais importante para o desenvolvimento de
resisténcia a antimicrobianos em enterobactérias é a producdo de enzimas capazes de
degradar os antibioticos. A efetividade das principais opcfes terapéuticas —
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e B-lactamicos — para o tratamento de infeccdes por
membros da familia Enterobacteriaceae & comprometida pela aquisicdo desses
determinantes de resisténcia. Além disso, a maioria dos genes codificantes de enzimas
podem ser transferidos de forma horizontal, pois estdo presentes em uma diversidade de

elementos genéticos méveis.*

Enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMES)

Embora a produgédo de metilases seja, clinicamente, 0 mecanismo mais relevante
de resisténcia aos aminoglicosideos, uma vez que uma Unica proteina é capaz de
conferir resisténcia a diversos farmacos dessa classe, a producdo de enzimas
modificadoras dos aminoglicosideos (do inglés aminoglycosidesmodifyingenzymes -
AMES) apresenta expressiva relevancia epidemiolégica, uma vez que 0S genes
codificantes para as AMEs podem ser encontrados em elementos genéticos méveis.®
De acordo com o tipo de modificacdo que realizam no farmaco, as AMEs podem ser
classificadas em trés grupos: acetiltransferases (do inglés aminoglycosides N-
acetyltranferases — AACs), fosfotransferases (do inglés aminoglycosides O-
phosphotranferases — APHSs) e nucleotidiltranferases (do inglés aminoglycosides O-
nucleotidyltranferases — ANTs). O primeiro grupo se destaca porque um de seus
membros também possui fluoroquinolonas como substrato, conferindo, portanto,
resisténcia as mesmas.®®

Entre as acetiltransferases, as mais frequentes e relevantes sdo as do tipo

AAC(6’). Além de estarem presentes tanto em cromossomos quanto em elementos



genéticos mdveis, em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, essas enzimas tém
como substratos alguns dos aminoglicosideos mais usados clinicamente: amicacina e
gentamicina.’ As acetiltransferases apresentam uma grande dificuldade de organizacao
em subclasses, uma vez que, em alguns casos, o perfil de resisténcia é semelhante a um
determinado grupo, mas a identidade dos aminoécidos pode alocé-la em outro.®> Além
disso, 0 aumento no nimero de estudos referentes a esse mecanismo de resisténcia fez
com que, em determinado momento, duas enzimas diferentes recebessem a mesma
nomenclatura.®® A atividade de acetiltransferase pode ainda ser encontrada em proteinas
fusionadas, que acumulam fungdes de APH, ANT e até outras AACs.®

Uma subclasse que se destaca entre as acetiltransferases ¢ a AAC (6°)-1b.
Microrganismos produtores de enzimas do tipo AAC(6’)-1b-cr apresentam reduzida
susceptibilidade ndo somente aos aminoglicosideos, mas também as quinolonas.>®
Também chama a atencdo a diversidade de elementos genéticos em que 0s genes
codificantes para essas enzimas podem ser encontrados, bem como sua capacidade de
associagdo com outros determinantes de resisténcia. Além de serem encontrados junto a
outros genes causadores de resisténcia as quinolonas, como os da familia qnr, as
enzimas dessa subclasse sdo amplamente associadas com [-lactamases, especialmente
as ESBLs do tipo CTX-M.% Por Gltimo, quando incorporados a transposons do tipo
Tn1331, genes aac(6°)-1b sdo parcialmente fusionados com o gene blarew.®’

Os genes codificantes para as fosfotransferases comumente apresentam mais de
uma nomenclatura. O gene aph(6)-la, por exemplo, também pode ser referido como
aphD ou strA; ja o aph(6)-1d é também denominado strB ou orfl; o aph(3°)-11a pode ser
encontrado na literatura como aphA-2.%° Independentemente do nome que recebem,
esses dois ultimos sdo encontrados de forma contigua no transposon Tn5, o que
permitiu a disseminacdo dessas APHs em Gram-positivos e Gram-negativos, e hoje é
utilizado como marcador em alguns sistemas de clonagem.®®”® Clinicamente, as
fosfotransferases sdo mais relevantes em Gram-positivos, nos quais diversas subclasses
tém importancia epidemioldégica no desenvolvimento de resisténcia aos
aminoglicosideos.®® Em Gram-negativos, dois aspectos chamam a atengdo: a presenca
concomitante de strAestrB em isolados clinicos, os quais conferem resisténcia a
estreptomicina; e a disseminacdo de genes da subclasse APH(3’) em uma variedade de
plasmideos e transposons.”

As nucleotidiltransferases mais relevantes em Gram-negativos sdo as das

subclasses ANT(2’) e ANT(3”’), sendo que as ultimas também podem ser encontradas



na literatura com o nome de aadA. O contexto genético destas é bastante diverso e,
assim como as AACs, também podem ser encontrados em transposons carreadores de
B-lactamases. De fato, o transposon Tnl1331 carreia tanto aac(6’)-1b quanto aadAl,
além de blaoxas e blarem.s.’? Transposons do tipo Tn21 também carreiam genes
codificantes de ANTSs, e acredita-se que o0 sucesso de sua disseminacdo esteja
relacionado com a presenca concomitante de ant(3’’)-la e de um operon de resisténcia

a0 mercurio.”

B-lactamases

As B-lactamases sao enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactamico presente
nos farmacos dessa classe. Assim como os farmacos, que sdo divididos em subclasses,
de acordo com o substituinte ligado ao anel, as B-lactamases podem ser classificadas em
diferentes grupos. Em 1980, Ambler propds a divisdo dessas enzimas em duas classes,
de acordo com suas caracteristicas estruturais — a classe A, que compreendia a maior
parte das B-lactamases, as quais possuiam um residuo de serina no sitio ativo; e a classe
B, que é caracterizada pela necessidade de fons de zinco como cofator.™
Posteriormente, as classes C e D foram adicionadas a essa classificacdo, visto que as
enzimas do tipo AmpC e as oxacilinases, embora também sejam consideradas
serino-pB-lactamases, apresentavam “motifs™ distintos das duas primeiras classes.”"®

A classificacdo de Ambler pode ser considerada a forma mais simples de dividir
as aproximadamente 1500 B-lactamases descritas até 0 momento, mas apresenta pouca
correlagdo com o fendtipo apresentado pelos isolados clinicos.? Sendo assim, Bush,
Jacoby e Medeiros propuseram, em 1995, uma classificacdo que leva em consideracao
0s substratos e os inibidores de cada tipo de enzima e ainda apresenta correlagdes com
os grupos de Ambler.”” Essa classificacdo foi atualizada pelos autores em 2010, para
incluir novas enzimas descritas no periodo, e é apresentada na tabela 1.
Resumidamente, o grupo 1 é composto por cefalosporinases pertencentes a classe C de
Ambler, as quais sdo inibidas pela cloxacilina mas ndo sofrem acdo dos inibidores
comumente utilizados na préatica clinica; o grupo 2 contém as B-lactamases de classe A
e D, e apresenta 0 maior espectro de atividade, que vai desde as penicilinas até os

carbapenémicos, e variavel inibicdo por acido clavulanico ou tazobactam, de acordo




com o subgrupo; o grupo 3 corresponde as metalo-p-lactamases, que compdem a classe
B de Ambler, s&o inibidas por agentes quelantes e tém acdo contra carbapenémicos.

A diversidade das B-lactamases vai além de suas caracteristicas estruturais e
funcionais. Essas enzimas podem ser encontradas em uma infinidade de contextos
genéticos, 0s quais serdo responsaveis pela expressdo e disseminacdo desses
mecanismos de resisténcia. Em microrganismos do grupo CESP (Citrobacter freundii,
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Proteus spp., Providencia spp. e
Morganellamorganii), por exemplo, as cefalosporinases do tipo AmpC séo
cromossomais e induziveis na presenca de antimicrobianos como amoxicilina e
imipenem.” J& o Acinetobacter baumannii apresenta oxacilinasescromossomais que,
dependendo do promotor presente, sd0 superexpressos e apresentam atividade contra
carbapenémicos.®*® Stenotrophomonas maltophilia ¢ intrinsicamente resistente aos
carbapenémicos, especialmente ao imipenem, devido a producdo das
carbapenemasescromossomais L1 e L2.8

Embora a presenca de p-lactamasesde origem cromossomal interfira na escolha
do tratamento com B-lactdmicos, sdo 0s genes transferiveis por elementos genéticos
moveis que apresentam maior relevancia clinica e epidemiolégica. A transferéncia
horizontal desses mecanismos de resisténcia chama ainda mais atencdo quando se
considerao espectro de agdo das B-lactamases codificadas por genes plasmidiais, uma
vez que as mais disseminadas sdo aquelas que atuam sobre cefalosporinas de 32 e 42
geracOes e sobre 0s carbapenémicos. Em um artigo de revisdo, Carattoli apresentou 0s
principais plasmideos relacionados com a disseminagio de B-lactamases pelo mundo.®
A autora destacou que ESBLs do tipo CTX-M-15 sdo comumente encontrados em
plasmideos do grupo de incompatibilidade IncF e podem estar associados com outros
genes de resisténcia, como blargm, blaoxa1 € aac(6’)-lb-cr. Em outra publicagéo,
Mathers, Peirano e Pitout destacam os sequencetypes (STs) com relevante disseminacéao
global e que estdo associados com mecanismos de resisténcia em enterobactérias — a
ST131 de E. coli esta fortemente associada com a producdo de CTX-M-15, enguanto a

ST258 de K. pneumoniae é uma das principais responsaveis pela producéo de KPC-2.%

Carbapenemases
As carbapenemases configuram-se como as [B-lactamases de maior relevancia
clinica em enterobactérias, considerando que o elevado poder hidrolitico de algumas

dessas enzimas faz com que os isolados produtores sejam resistentes ndo somente aos



carbapenémicos, mas a todas as classes de B-lactdmicos. Essas enzimas encontram-se
nas classes A, B e D de Ambler, ou nos grupos 2df, 2f e 3 de Bush e Jacoby. Para a
descricdo das principais carbapenemases de relevancia clinica, nessa revisdo, sera
utilizada apenas a classificacdo de Ambler. As carbapenemases séo
epidemiologicamente importantes, uma vez que 0s genes codificadores para essas
enzimas est&o normalmente localizados em elementos genéticos méveis.?* Os contextos
genéticos nos quais as carbapenemases sdo encontradas sdo bastante diversos. Uma
representacdo esquematica do ambiente genético em que as principais carbapenemases
sdo encontradas é apresentada na Figura 1.

Tabela 1: Esquema de classificacdo das p-lactamases bacterianas.

Classe Inibidas por
Grupo de
Molecula Substrato o
Bush- . CAou EDT Caracteristica do grupo
r caracteristico
Jacoby TZB A
(Ambler)
1 C Cefalosporinas Né&o Né&o Hidrolise mais
pronunciada de
cefalosporinas do que de
benzilpenicilinas;
hidrolisam cefamicinas
le C Cefalosporinas Néo Néo Elevada hidrélise de
ceftazidima e de outros
oximino-B-lactamicos
2a A Penicilinas Sim Né&o Hidrolise mais
pronunciada de
benzilpenicilinas do que
de cefalosporinas
2b A Penicilinas, Sim Né&o Hidrolise similar de
cefalosporinas benzilpenicilinas e
de 12 ¢ 22 cefalosporinas
geracoes
2be A Cefalosporinas Sim N&o Elevada hidrélise de

de espectro oximino-B-lactamicos




2br

2ber

2C

2ce

2d

2de

2df

2e

2f

3a

A

A

A

ampliado,

monobactamicos

Penicilinas

Cefalosporinas

de espectro

ampliado,

monobactamicos

Carbenicilina

Carbenicilina,

cefepime
Cloxacilina
Cefalosporinas
de espectro

ampliado

Carbapenémicos

Cefalosporinas
de espectro

ampliado

Carbapenémicos

Carbapenémicos

Sim

Sim

Variavel

Variavel

Variavel

Sim

Variavel

Néao

Néao

Néao

Nao

Sim

(cefotaxima, ceftazidima,
ceftriaxona, cefepime,
aztreonam)
Resisténcia a acido
clavulanico, sulbactam e
tazobactam
Elevada hidrélise de
oximino-B-lactamicos
combinada com resisténcia
a acido clavulanico,
sulbactam e tazobactam
Elevada hidrélise de
carbenicilina
Elevada hidrélise de
carbenicilina, cefepime e
cefpiroma
Elevada hidrélise de
cloxacilina ou oxacilina
Hidrolisam cloxacilina ou
oxacilina e
oximino-B-lactamicos
Hidrolisam cloxacilina ou
oxacilina e
carbapenémicos
Hidrolisam cefalosporinas
e sdo inibidas por acido
clavulanico, mas nédo por
aztreonam
Elevada hidrélise de
carbapenémicos,
oximino-pB-lactamicos e
cefamicinas

Hidroélise de p-lactdmicos




de amplo espectro,
incluindo carbapenémicos,
mas nédo 0s
monobactamicos
3b B Carbapenémicos Né&o Sim Hidrdlise preferencial de

carbapenémicos

CA, écido clavulanico; TZB, tazobactam. Adaptado de Bush e Jacoby(78).

Carbapenemases de classe A

As carbapenemases de classe A podem ser de origem cromossomal ou plasmidial.
No primeiro grupo, temos como exemplo as enzimas IMI/NMC e SME, enquanto a
KPC e a Guiana Extended-Spectrum (GES) sdo as  principais
carbapenemasesplasmidiais dessa classe.®® Recentemente, uma nova carbapenemase de
classe A (BKC) codificada em um plasmideo foi descrita no Brasil, mas a extenséo de
sua prevaléncia ainda ndo é conhecida.?® Algumas enzimas dessa classe apresentam o
maior espectro de agdo entre as carbapenemases, incluindo todas as penicilinas e
cefalosporinas, além dos monobactdmicos, e sdo parcialmente inibidas pelo &cido
clavulanico.®” Outra caracteristica relevante da classe é a sua inibicdo pelo &cido
fenilborénico, a qual tem sido amplamente utilizada para a deteccdo fenotipica dessas

enzimas.%®
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Figura 1: Representacao esquematica de diversos ambientes genéticos associados com genes
codificadores de carbapenemases em isolados da familia Enterobacteriaceae. A) Estrutura de um
transposon do tipo Tn4401, que codifica o gene blaxpc. B) Estrutura de um integron de classe |
contendo o gene blay;u. C) Estrutura do gene blaypmassociado a 1ISAbal25. D) Estrutura do
transposon Tn1999, contendo o gene blapxa.4s. E) Estrutura do transposon Tn1999.2, contendo o
gene blapxa.s. Extraido de Martinez-Martinez & Gonzalez-Lopez.*’

A KPC é considerada a carbapenemase de classe A mais importante da familia
Enterobacteriaceae. O gene blaxpc é carreado por plasmideos e tem se destacado em

funcdo da sua rapida disseminacdo mundial.®

O primeiro relato de um isolado produtor
de KPC ocorreu nos Estados Unidos em 2001, enquanto que, no Brasil, sua deteccéo se
deu somente em 2009, em diversos estados, inclusive no Rio Grande do Sul, e,
atualmente, encontra-se amplamente disseminada no pais.”>*® Essa amplitude ndo é
apenas geografica, mas também pode ser percebida em relacdo as espécies nas quais
pode ser encontrada — KPC ja foi descrita em virtualmente todas as espécies de
enterobactérias de importancia clinica, bem como em P. aeruginosa e A. baumannii. **
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O gene blakpc normalmente esta associado a transposons do tipo Tn4401, o qual é
caracterizado pela presenca de duas sequéncias de insercdo (ISKpn6 e ISKpn7) em torno
do gene da carbapenemase. Uma regido variavel de 200bp pode ser encontrada entre

ISKpn7 e o gene blakec®’ Vale ressaltar que Ribeiro e colaboradores encontraram



variagdes na estrutura classica desse transposon ao avaliarem o contexto genético de
blakec em enterobactérias produtoras dessa carbapenemases isoladas no Brasil.*® Esses
transposons, por sua vez, podem ser encontrados em diversas familias de plasmideos e
podem estar associados a outros genes determinantes de resisténcia. Uma correlagédo
bastante descrita do gene blakpc € com o gene aac(6’)-lb-cr, que, conforme ja
mencionado, confere resisténcia aosaminoglicosideos e quinolonas, bem como com
outras fB-lactamases, como TEM-1. Essa associacdo, em muitos casos, é produto da
insercdo do transposon Tn4401 em um outro transposon, o Tn1331, cuja estrutura
contém aac(6’)-1b-cr, blaoxa.s, aadAl e blarem.1.>®

Enquanto a atividade carbapenemase da KPC foi responsavel pela denominacgdo
dada a enzima, as primeiras B-lactamases da familia GES foram assim identificadas por
se tratarem de ESBLs.'® Modificacdes na sequéncia de aminoacidos, no entanto,
fizeram com que suas variantes passassem a ter maior afinidade pelos carbapenémicos,

especialmente  imipenem.*™

Em enterobactérias, a variante com atividade de
carbapenemase mais relevante € a GES-5, sendo que, no Brasil, ela ja foi descrita tanto
em amostras clinicas quanto de ambientes hospitalares.’%**** Recentemente, os
plasmideos de dois isolados de E. coli e dois isolados de Serratia marcescens contendo
0 gene blagess foram sequenciados no Canada. A analise do sequenciamento destacou
que o gene pode ser encontrado em integrons das classes 2 e 4 e que continham outros
determinantes de resisténcia, tais como aacA4 e sull. Nas conclusdes do estudo, 0s
autores ainda destacam que foi possivel, posteriormente, identificar outro isolado de
S. marcescens, obtido da pia do hospital em que os primeiros isolados foram obtidos,
carreando 0 mesmo plasmideo das amostras clinicas, indicando, portanto, que essa

poderia ser a origem dos genes de resisténcia.'®

Carbapenemases de classe B

As metalo-B-lactamases (MBLs) sdo as carbapenemases mais antigas descritas em
bacilos Gram-negativos e, por muito tempo, foram clinicamente relevantes apenas entre
0s ndo-fermentadores. As enzimas do tipo imipenemase (IMP) e Verona Integron-
MediatedMetallo-f-Lactamase(VIM), as primeiras dessa classe a serem codificadas em
plasmideos, eram encontradas primariamente em isolados clinicos de P. aeruginosa.®*
No Brasil, ainda foi caracterizada uma terceira enzima, também prevalente em
P. aeruginosa, denominada S&o Paulo Metalo-p-Lactamase (SPM), cuja relevancia

epidemioldgica ficou, até o momento, restrita ao nosso pais.



A importancia das MBLs na familia Enterobacteriaceae aumentou rapida e
drasticamente apos o isolamento da primeira K. pneumoniae produtora de NDM, em um
paciente sueco que havia estado na india.’®” Nos cinco anos que sucederam a sua
descricdo, essa enzima se espalhou rapidamente pela Europa, Asia e América do Norte,
e é considerada, hoje, endémica em seu pais de origem.'® Os primeiros relatos de
enterobactérias produtoras de NDM em isolados brasileiros ocorreram em 2013 em
P. rettgerieE. cloacae.’®**'° Da mesma forma que a KPC, a deteccdo do gene blanpm
nao é restrita as enterobactérias, e ele pode ser encontrado em bacilos Gram-negativos
ndo-fermentadores, como os do complexo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus.™"
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A elevada capacidade de disseminacdo da NDM pode ser devido ao contexto
genético no qual o gene blanpm estd inserido. Diferentemente das outras
MBLsplasmidiais, que normalmente estdo inseridas em integrons de classe I, esse gene
se encontra associado a sequéncia de insercdo 1ISAbal25, a montante (upstream), e ao
gene de resisténcia a bleomicinablemgs., & jusante (downstream).'>® Essa estrutura
ainda pode estar inserida em um transposon do tipo Tn2l1, o qual carreia outros

determinantes de resisténcia, como AMEs e um operon de resisténcia ao merctrio.”

Carbapenemases de classe D

As oxacilinases sdo o segundo maior grupo de P-lactamases descritas até o
momento, e representam aproximadamente 1/3 do total de B-lactamases. Embora todas
sejam pertencentes a classe D de Ambler, Bush e Jacoby propdem que elas sejam
divididas em, ao menos, trés grupos: o grupo 2d inclui aquelas capazes de hidrolisar
apenas cloxacilina e oxacilina; o grupo 2de apresenta atividade também contra
cefalosporinas de espectro ampliado; e o grupo 2df pode degradar inclusive os
carbapenémicos.” Apesar de possuir afinidade pelos carbapenémicos, as enzimas dessa
classe sdo as que apresentam menor poder hidrolitico entre as carbapenemases.™’

As carbapenemases de classe D tem sua importancia mais significativa no género
Acinetobacter, sendo que o gene blapxasi € constitutivo e pode ser utilizado para a
identificacdo e tipagem molecular dos principais clones internacionais da espécie
A. baumannii.**® Entre as carbapenemases codificadas em plasmideos, destacam-se
ainda a OXA-23 e a OXA-58, que, quando associadas a sequéncia de insercdo ISAbal,
tém sua expressdo muito aumentada, gerando elevados niveis de resisténcia aos

carbapenémicos.®



Na familia Enterobacteriaceae, a OXA-48 parece ser a enzima
epidemiologicamente mais relevante, especialmente na Europa, sendo considerada
endémica em alguns paises mediterraneos.’™® O gene blaoxaus esté localizado em um
transposon do tipo Tn1999, o qual é caracterizado pela presenca de duas coOpias da
IS1999 flanqueando o gene da B-lactamase. A presenca dessas 1Ss é fundamental para a
expressdo e mobilizacdo desse gene, uma vez que elas atuam tanto como sequéncias
promotoras da B-lactamase, como facilitam sua transposicdo.'® A variante desse
transposon, denominada Tn1999.2, apresenta a IS1R inserida na copia de 151999
localizada a montante de blapxa-4s, que atua como um segundo promotor, aumentando
ainda mais a expressdo da enzima.'**

Diversas variantes de OXA-48 ja foram descritas, tais como OXA-163, OXA-181,
OXA-232, OXA-244, sendo que, dessas, apenas a OXA-163 ndo possui atividade de
carbapenemase.®”*** No Brasil, jao existem relatos de isolados produtores de uma
variante da OXA-48, denominada OXA-370, cuja sequéncia de aminoacidos apresenta
99% de identidade com a OXA-48. A andlise do ambiente genético de blaoxa-370
revelou que esse gene é flanqueado por uma sequéncia de insercdo 1S5075-like, a
montante, e por 1S4-like, a jusante, fazendo com que sua mobilizacdo seja, portanto,
bastante distinta.”>® Um estudo de Pereira e colaboradores detectou a presenca de
blaoxa370 em 24 isolados clinicos da familia Enterobacteriaceae, especialmente
K. pneumoniae.'®* Esses achados revelam a rapida disseminagdo dessa enzima, uma vez
que, menos de um ano apods sua primeira deteccdo, ela ja podia ser encontrada em uma

regido geografica e uma espécie distinta daquela na qual foi originalmente identificada.

Consideracoes finais

As enterobactérias permanecem como 0S principais agentes etiologicos de
infeccbes comunitarias e nosocomiais. Esses microrganismos sao capazes de adquirir
uma grande diversidade de mecanismos de resisténcia, os quais diminuem a eficécia
clinica de praticamente todas as classes de antimicrobianos disponiveis atualmente.
Entre esses determinantes de resisténcia, destacam-se as carbapenemases, enzimas com
capacidade de hidrolisar os P-lactdmicos mais potentes disponiveis atualmente, os
carbapenémicos. Os genes que codificam essas proteinas normalmente estéo localizados
em elementos genéticos moveis com contextos genéticos bastantes distintos, os quais
s80 responsaveis por sua expressdo e disseminacdo. Em muitos casos, esses contextos

genéticos incluem os genes determinantes de resisténcia a outros antimicrobianos, o que



pode dificultar ainda mais a erradicacdo desses microrganismos. A continua pesquisa e
a divulgacdo do conhecimento a respeito desses determinantes de resisténcia séo a
melhor maneira de entendermos a epidemiologia dos mesmos e, assim, buscar e
implementar metodologias efetivas de controle de infeccdo para evitar a disseminagéo

da resisténcia a antimicrobianos tanto no ambiente hospitalar quanto na comunidade.
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