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RESUMO

As enterobactérias sdo importantes patogenos comunitarios e hospitalares e o aparecimento
cada vez mais frequente de cepas multirresistentes tem sido motivo de preocupacdo em
hospitais e instituicbes de saude por todo o mundo, devido as opcOes terapéuticas restritas.
Nas Ultimas décadas, o aumento global de cepas produtoras de B-lactamases plasmidiais
induziveis e pB-lactamases de espectro estendido (ESBL), fizeram com que os carbapenémicos
fossem considerados a primeira op¢do para o tratamento de infec¢bes graves. No entanto, a
resisténcia aos carbapenémicos ja é considerada um problema de satde publica em diversos
paises e a producdo da enzima Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) tem sido
descrita como o principal mecanismo de resisténcia a esta classe de antibidticos na familia
Enterobacteriaceae. Considerando que apenas relatos esporadicos de cepas produtoras de KPC
tém sido reportados no Rio Grande do Sul (RS), em contraste a situacdo de muitos estados
brasileiros, este estudo teve por objetivo estabelecer a prevaléncia de KPC entre isolados com
reduzida sensibilidade aos carbapenémicos provenientes de 11 hospitais do RS, promover a
caracterizacdo molecular destes isolados, bem como avaliar as principais metodologias
fenotipicas utilizadas na sua deteccdo. Diferencas significativas foram observadas entre os
perfis de sensibilidade a imipenem (IPM) e meropenem (MEM), quando comparados ao de
ertapenem (ERT), sendo que para este ultimo menos de 10% dos isolados foram considerados
sensiveis em comparacao a mais de 73% para 0s dois primeiros. Nossos resultados também
demonstraram que a reducdo de sensibilidade aos carbapenémicos esteve associada a
producédo de PB-lactamases do tipo AmpC e ESBL, em detrimento de carbapenemases. Dentre
as principais carbapenemases encontradas em enterobactérias, apenas cepas produtoras de
KPC foram detectadas entre os isolados estudados, cuja prevaléncia foi de 4%. Entre os
produtores de KPC, foram identificadas espécies de E. cloacae, K. pneumoniae, S.
marcescens e K. georgiana, provenientes de quatro hospitais distintos. A analise por
sequenciamento revelou que todos foram produtores da enzima KPC-2. Quanto ao perfil de
sensibilidade, a maioria foi altamente resistente aos f-lactamicos e as quinolonas, enquanto
gue, amicacina e polimixima foram os antibidticos mais efetivos contra os isolados in vitro.
Dois grupos clonais foram evidenciados entre os isolados de E. cloacae e S. marcescens e
quatro entre os isolados de K. pneumoniae, na anélise por PFGE. Com relacdo ao contexto
genético que envolve o blakpc-2, apenas uma caracterizacdo parcial foi possivel, evidenciando

uma plataforma alterada em relagdo ao ambiente genético classico (Tn4401). A analise



plasmidial dos produtores de KPC resultou em plasmideos de tamanhos variéveis,
evidenciando a maior prevaléncia de plasmideos de ~20Kb no carreamento do gene. A anélise
também revelou que todos foram ndo- tipaveis pela técnica de PBRT. Com relagdo as
metodologias fenotipicas utilizadas na deteccdo de KPC, o IPM apresentou melhor
desempenho que o0 MEM na realizacdo do teste de discos combinados com acido bordnico
(AB), resultando em 100% de sensibilidade (SN) e 96.1% de especificidade (SP). A
quantificacdo do Teste Modificado de Hodge (MHT), proposta neste trabalho, eliminou a
subjetividade na sua interpretacdo e evidenciou um aumento consideravel na SP do teste em
relacdo a metodologia convencional. Em conclusdo, nossos resultados confirmaramm a
elevada plasticidade genética e os diversos fendtipos observados na familia
Enterobacteriaceae; contribuiram para o conhecimento da epidemiologia local de resisténcia
aos carbapenémicos e dos isolados produtores de KPC; bem como reforcaram o valor das
metodologias fenotipicas como ferramenta capaz de discriminar os mecanismos envolvidos na

resisténcia aos carbapenémicos.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae, carbapenémicos, Klebsiella pneumoniae carbapenemase,
Teste de Hodge Modificado, Tn4401.



ABSTRACT

Detection of carbapenem resistance and evaluation of Klebsiella pneumoniae

Carbapenemase (KPC) production in clinical isolates from Enterobacteriaceae family

The Enterobacteriaceae family includes important community and nosocomial pathogens
frequently associated to multirresistance. Multidrug-resistant strains represent an important
concern among hospitals and healthcare institutions around the world, due to the limited
therapeutic options. In recent decades, the overall increase of strains producing inducible -
lactamases and extended spectrum B-lactamases (ESBL) has lead to the use of carbapenems
as the first option for the treatment of serious infections. However, the carbapenem resistance
has been considered a public health problem in many countries and the production of the
enzyme Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) has been described as the major
resistance mechanism to carbapenems in this family. Whereas only sporadic reports of KPC-
producing strains have been reported in Rio Grande do Sul (RS), in contrast to the situation in
many Brazilian states, this study aimed to establish the prevalence of KPC among isolates
with reduced susceptibility to carbapenems from 11 disctinct hospitals of RS, promote the
molecular characterization of these isolates, as well as evaluate the main phenotypic methods
used for KPC detection. Significant differences were observed among the susceptibility
profiles of imipenem (IPM) and meropenem (MEM), when compared to ertapenem (ERT):
less than 10% of the isolates were classified as susceptible to ERT compared to over 73% to
IPM and MEM. Our results demonstrated that the reduced susceptibility to carbapenems, was
mainly due to the production of AmpC p-lactamases and ESBL, instead of true
carbapenemases. Regarding the major carbapenemases found in Enterobacteriaceae, only
KPC was detected among the isolates studied, at a prevalence of 4%. KPC producers included
the species E. cloacae, K. pneumoniae, S. marcescens and K. georgiana, from four different
hospitals. The sequencing analysis demonstrated that all of them were KPC-2 producers.
According to the susceptibility profile, most were highly resistant to p-lactams and
quinolones, whereas polymyxin and amikacin were the most effective drugs in vitro. Two
clonal groups were detected among isolates of E. cloacae and S. marcescens and four among
isolates of K. pneumoniae, by PFGE analysis. Only a partial characterization of the genetic
context that involves the blakpc» gene was possible for these isolates, indicating an altered

platform compared to the classic genetic environment (Tn4401). The plasmid analysis



indicated plasmids of variable sizes, with a higher prevalence of those of ~ 20Kb involved
with the blakpc-2 gene. The analysis also showed that all of them were non-typable by PBRT
technique. With respect to the phenotypic methods used for KPC detection, IPM proved to
present a better performance than MEM in the combined-disc test with boronic acid (AB),
resulting in 100% of sensitivity (SN) and 96.1% of specificity (SP). The quantification of
Modified Hodge Test (MHT), proposed in this study, eliminated the subjectivity of this test
leading to a considerable increase in the SP of the test compared to the conventional
methodology. In conclusion, our results confirmed the high genetic plasticity and the distinct
phenotypes observed in the Enterobacteriaceae family; contributed to the knowledge of the
local epidemiology of carbapenem resistance and for KPC-producing isolates; as well as
reinforced the use of phenotypic methods as an useful tool able to discriminate the

mechanisms involved in carbapenem resistance.

Keywords: Enterobacteriaceae, carbapenens, Klebsiella pneumoniae carbapenemase,
Modified Hodge Test, Tn4401.
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1. INTRODUCAO

As enterobactérias sdo importantes patogenos comunitarios e hospitalares, podendo ser
isoladas de diversos sitios anatdbmicos. Podem causar uma grande variedade de infeccdes, que
variam desde infecgdes urindrias, gastroenterites e pneumonias até meningites e bacteremias
(Abbott et al., 2011). Dados do inicio da década passada revelaram que sete dos dez principais
patdgenos gram-negativos associados a infeccBes de pacientes em unidades de terapia
intensiva (UTI) compreendiam espécies de enterobactérias (Abbott et al., 2011). Mais
recentemente, dados publicados pela National Healthcare Safety Network confirmaram que as
espeécies de Klebsiella spp. e Enterobacter spp. estdo entre os principais patdgenos causadores
de infeccBes nosocomiais (Hidron et al., 2008).

O aumento da resisténcia entre os membros da familia Enterobaceriaceae tem
culminado com o aparecimento cada vez mais frequente de espécies multirresistentes, para as
quais as opcOes terapéuticas sdo muito limitadas (Kallen et al., 2010; Patel et al., 2009).
Embora os géneros Klebsiella spp. e Enterobacter spp. constituam a principal ameaca, a
presenca de [-lactamases de espectro estendido (ESBL), AmpC p-lactamases e
carbapenemases também tem sido bastante freqliente em outras espécies como Escherichia
coli, Serratia marcescens, Citrobacter spp. e Proteus spp., entre outras (Andrade et al., 2011;
Jones et al., 2009). A resisténcia aos carbapenémicos ja é considerada um problema de saude
publica em diversos paises e a producdo da enzima Klebsiella pneumoniae Carbapenemase
(KPC) tem sido descrita como o principal mecanismo de resisténcia a esta classe de
antibidticos na familia Enterobacteriaceae (Chen et al., 2012; Giakkoupi et al., 2011). A KPC
é uma carbapenemase da Classe A de Ambler e se caracteriza por confererir resisténcia a
todos os antibioticos B-lactamicos (Queenan e Bush, 2007). Esta caracteristica, juntamente ao
fato de ser uma enzima codificada por plasmideos moveis, facilita a transferéncia do gene
inter-espécies e agrava de forma significativa as consequéncias de sua disseminacéao.

Embora a identificacdo destes isolados seja 0 primeiro passo para guiar a escolha do
tratamento antimicrobiano e a tomada de medidas efetivas de controle de infeccdo, a
identificacdo clinica de cepas produtoras de KPC e de outras carbapenemases ainda
permanece como um desafio aos laboratérios clinicos, devido a complexidade apresentada por
essas enzimas. As metologias fenotipicas tém basicamente como principio a deteccdo de
atividade carbapenemase, como o teste de Hodge Modificado (MHT), e a inibigdo enzimatica,

a partir da utilizagdo combinada de inibidores especificos de f-lactamases, como o acido
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bordnico (AB), a cloxacillina e o acido etileno diamino tetracético (EDTA), entre outros
(Giske et al; 2011; Pasteran et al., 2009; Anderson et al., 2007). Apesar disso, as
metodologias moleculares continuam sendo fundamentais na confirmagdo do mecanismo de
resisténcia, ja que os métodos fenotipicos muitas vezes ndo sdo sensiveis o suficiente ou ainda
sdo pouco especificos para garantir um diagndstico confiavel.

O surgimento de KPC no Brasil foi descrito em 2009 e, a partir de entdo, se
intensificaram os relatos desta enzima na familia Enterobacteriaceae (Pavez et al., 2009;
Andrade et al., 2011; Pereira et al., 2012). Por outro lado, ainda permanecem escassos 0S
dados referentes a isolados produtores de KPC no Rio Grande do Sul, justificando a
implementacdo de um estudo direcionado que permita o0 conhecimento da epidemiologia

local, bem como, a investigacdo dos métodos utilizados na deteccdo de destas enzimas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estabelecer a prevaléncia de KPC nos isolados clinicos estudados da familia
Enterobacteriaceae com diminuicdo de sensibilidade aos carbapenémicos e avaliar as

metodologias fenotipicas utilizadas na deteccdo dessas carbapenemases.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Estabelecer a prevaléncia de KPC nos isolados clinicos estudados com

resisténcia ou diminuicdo de sensibilidade aos carbapenémicos;

2.2.2. Avaliar a diversidade genética dos isolados produtores de KPC, através da

técnica de tipagem molecular (PFGE);

2.2.3. Realizar o sequenciamento do gene blakec, a fim de estabelecer a epidemiologia

molecular dos isolados;

2.2.4. Avaliar os plasmideos e o ambiente genético no qual o gene blakpc esta

inserido;

2.2.5. Avaliar os métodos fenotipicos utilizados para a triagem de KPC (MTH e teste
baseado na utilizagéo do AB);

2.2.6. Propor uma avaliacdo quantitativa do MHT como método de triagem para
deteccdo de isolados produtores de KPC;

2.2.7. Caracterizar fenotipicamente os demais mecanismos associados a resisténcia aos

carbapenémicos nas amostras selecionadas.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Familia Enterobacteriaceae

As enterobactérias sdo bacilos gram-negativos que, bioquimicamente, caracterizam-se
por serem anaerobios facultativos, catalase positiva e oxidase negativa, e por ndo possuirem
exigéncias nutricionais complexas, podendo ser cultivadas em uma variedade de meios de
cultura. Apresentam a capacidade de fermentar a glicose com a producdo de &cido e sdo
amplamente distribuidas na natureza, algumas sendo encontradas no solo e na agua, outras
como habitantes da microbiota intestinal de humanos e animais, e algumas ainda estdo
implicadas exclusivamente em processos patogénicos. Ainda que apresentem algumas
caracteristicas em comum, a familia Enterobacteriaceae é extremamente diversa, abrangendo
géneros e espécies que se diferenciam pela capacidade de fermentacdo de uma série de outros
carboidratos, pela producdo de toxinas ou por suas caracteristicas antigénicas (Abbott et al.,
2011). Devido a sua heterogeneidade, frequentemente sdo descritos novos géneros e especies,
como € o caso da Morganella psychrotolerans e do género Cronobacter (Iversen et al., 2008;
Emborg et al., 2006). Este ultimo é composto por cinco espécies, uma das quais ainda é
usualmente denominada Enterobacter sakazakii. A espécie é reconhecida por causar doencas
infecciosas graves, com altas taxas de mortalidade em neonatos e a sua transferéncia ao
género Cronobacter deveu-se as diferencas genéticas em relacdo as demais espécies de
Enterobacter (lversen et al., 2008).

Muitas espécies bacterianas pertencentes a essa familia sdo importantes patdgenos
causadores de infecgbes comunitarias e hospitalares, podendo ser isoladas de uma grande
variedade de sitios anatbmicos, como o trato urinario e intestinal, o trato respiratorio,
abscessos, corrente circulatoria e até o sistema nervoso central (Konemam et al., 2008). As
espécies de maior importancia clinica compreendem E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter
spp., S. marcescens, Proteus spp., Morganella spp., Providencia spp., Shigella spp. e
Salmonella spp., dos quais alguns estdo entre os dez no ranking dos principais
microrganismos associados a infeccdes hospitalares. Entre os anos de 2002 e 2004, nos
Estados Unidos (EUA), sete dos 10 principais bacilos gram-negativos isolados de pacientes
internados em unidades de terapia intensiva (UTI) eram enterobactérias (Abbott et al., 2011).
Dados divulgados pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) em 2008, também
confirmaram a presenca das espécies de Enterobacter spp., Klebsiella spp. e E. coli entre os
10 patogenos mais comuns entre as infeccbes de origem hospitalar (Hidron et al., 2008).
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Recentemente, dados publicados pelo SENTRY Antimicrobial Surveillance Program
revelaram uma maior prevaléncia de infec¢cbes causadas por bacilos gram-negativos na
America Latina em comparagdo aos EUA e ao Canada. Este mesmo estudo mostrou que a E.
coli e o género Klebsiella s@o os prinicipais agentes etioldgicos em infec¢bes de corrente
circulatéria e infeccbes de pele e tecidos moles (Gales et al., 2012). Embora menos
prevalentes, algumas espécies como S. marcescens, Proteus spp. e Morganella spp. também
sdo frequentemente isoladas e podem estar relacionadas a quadros infecciosos graves (Zalas-
Wiecek et al., 2012; Garcia et al., 2011; Chang et al., 2010). Ainda, os géneros Salmonella e
Shigella estdo relacionados a infec¢des alimentares podendo causar desde gastroenterites até
febre tifoide (Velge et al., 2012).

O aparecimento cadas vez mais comum de enterobactérias resistentes aos antibioticos
constitui um dos principais desafios aos laboratorios clinicos e as equipes médicas. A
emergéncia de cepas pan-resistentes de Klebsiella spp. tem sido relatada mundialmente e a
presenca de ESBL e carbapenemases ja foi descrita em praticamente todos os membros da
Familia Enterobacteriaceae (Abbott et al., 2011).

3.2. Evolucao da resisténcia aos antibiodticos p-lactamicos na familia Enterobacteriacae

Uma das principais classes de antimicrobianos utilizadas no tratamento das infec¢des
causadas por enterobactérias sdo as cefalosporinas (Abbott, 2011). Elas diferenciam-se entre
si pelo seu espectro de acgéo e, por isso, sdo classificadas como cefalosporinas de primeira,
segunda, terceira ou quarta geracdo, sendo as trés Ultimas as mais ativas contra os bacilos
gram-negativos. Entretanto, nas ultimas décadas, o aumento global de cepas produtoras de
ESBL e AmpCs plasmidiais tem restringido o uso das cefalosporinas e cefamicinas no
tratamento de infec¢Bes causadas por enterobactérias (Turner, 2009; Deshpande, 2006). A
producdo dessas enzimas esta principalmente relacionada as espécies bacterianas mais
frequentemente isoladas nas infeccBes de origem hospitalar e, consequentemente, mais
associadas ao desenvolvimento de multirresisténcia (Gales et al., 2012).

As AmpC B-lactamases séo classificadas como enzimas de classe C e podem ser
encontradas tanto no cromossomo bacteriano quanto inseridas em plasmideos moéveis. Quanto
as suas propriedades enzimaticas, sdo ativas contra penicilinas, cefalosporinas e cefamicinas,
como a cefoxitina e o cefotetan. Ainda, podem hidrolisar o aztreonam, porém a uma taxa
muito inferior se comparadas as enzimas das classes A e D (Jacoby, 2009). Muitos bacilos
gram-negativos, tais como Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp. e Providencia
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spp., possuem um gene de AmpC cromossomal e expressam a enzima de forma constitutiva.
Uma hiperexpressao do gene pode ocorrer por inducdo pela exposigdo a agentes -lactamicos,
ou ainda, em casos de hiperproducéo constitutiva da enzima. A disseminacéo clonal de cepas
hiperprodutoras de AmpC ndo é um problema mundial, porém uma vez selecionada, a
hiperproducdo pode ser estavel de modo a atingir taxas de que variam de 25 a 40% em
isolados de E. cloacae provenientes de pacientes internados (Jones et al; 2008; Livermore e
Woodford, 2006). Embora sejam menos freqlientes em espécies como E. coli, Klebsiella spp.
e na familia Proteus, a presenca dessas enzimas pode ser encontrada em praticamente
qualquer espécie da familia Enterobacteriaceae, uma vez que as AmpC também podem
ocorrer em plasmideos transferiveis (Jacoby, 2009). As AmpC plasmidiais comecaram a
surgir em meados dos anos 90 e, desde entdo, tém sido altamente freqlientes por todo o
mundo, sendo as enzimas mais encontradas as que pertencem as familias CMY, FOX e DHA
(Thomson, 2010). Assim como as de origem cromossomal, elas também conferem resisténcia
aos P-lactdmicos de amplo espectro e praticamente ndo afetam a sensibilidade as
celalosporinas de 4° geracdo e aos carbapanémicos. As AmpC plasmidiais sdo frequentemente
encontradas em isolados de Klebsiella spp., E. coli, Salmonella spp, E. aerogenes, C. freundii
e P. mirabilis e estdo associadas a multirresisténcia. Como principais fatores de risco para
infeccOes graves causadas por cepas produtoras de AmpC plasmidiais estdo o tempo de
hospitalizagdo, a permanéncia em UTIs e a administracdo prévia de antibidticos,
especialmente cefalosporinas de amplo-espectro e combinagdes de inibidores de B-lactamases
(Jacoby, 2009).

Deshpande e colaboradores (2006) ao pesquisarem a presenca de AmpC em isolados
de E. coli com teste fenotipico positivo, porém com teste confirmatério negativo para ESBL,
encontraram um percentual de 100% de positividade para genes de AmpC, como CMY, FOX
e DHA. Resultados semelhantes foram observados por diversos autores, mostrando que 0s
testes fenotipicos ndo sdo definitivos para distinguir AmpCs de outras -lactamases (Pasteran
et al., 2008; Tsakris et al., 2008; Alvarez et al., 2004). Assim, devido as dificuldades de
deteccdo laboratorial, auséncia de critérios estabelecidos pelo Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI) e necessidade de implantagdo de testes confirmatdrios confidveis,
dados de prevaléncia referentes as AmpCs ainda sdo escassos, embora, elas paregcam ser
menos freqiientes que as ESBL (Jacoby, 2009).

As ESBL sdo enzimas plasmidiais, pertencentes a classe A de Ambler, capazes de

hidrolisar penicilinas, cefalosporinas e o aztreonam e seu impacto clinico imergiu nos anos



24

80, a partir do aparecimento dos primeiros surtos relacionados a sua produgdo (Paterson e
Bonomo, 2005; Brun-Buisson et al.,, 1987). As ESBL mais comumente encontradas
pertencem as familias TEM, SHV e CTX-M e sdo mais freqlientes nas espécies E. coli e K.
pneumoniae, embora também sejam detectadas entre as demais enterobactérias (Chong et al.,
2011; Thomson, 2010). Na década de 90, um estudo europeu que avaliou pacientes
internados em UT]Is evidenciou que 25% das cepas de Klebsiella spp. ja eram produtoras de
ESBL (Babini e Livermore, 2000). Na América do Norte, foram descritos diversos surtos
associados as enzimas TEM. Moland e colaboradores encontraram a presenca de ESBL em
isolados de K. pneumoniae em 75% dos 24 centros médicos que integraram o estudo nos EUA
(Moland et al., 2002). Neste mesmo periodo, foram detectadas as primeiras ESBL na América
do Sul, em cepas de K. pneumoniae produtoras de SHV (Casellas e Goldberg, 1989), seguidas
pelo aparecimento e disseminacdo das enzimas do tipo CTX-M (Radice et al., 2002). Foi
também na América do Sul que as enzimas GES-1 e BES-1 foram primeiramente descritas,
sendo a primeira em um isolado de K. pneumoniae proveniente da Guiana Francesa e a Gltima
em uma S. marcescens isolada na cidade do Rio de Janeiro, no Brasil (Bonnet et al., 2000;
Poirel et al., 2000). No inicio dos anos 2000, a presenca de ESBL em isolados clinicos de
Klebsiellae provenientes de UTIs variava de 30 a 60% em paises como Brasil, Colémbia e
Venezuela. As ESBL também foram detectadas na América Central, bem como nos
continentes africano e asiatico. Na China, de 25 a 30% das cepas de E. coli e K. pneumoniae
carregavam genes de ESBL, ao passo que, em outros paises como Japdo e Tailandia esse
percentual era inferior a 10% (Paterson e Bonomo, 2005). Em 2006, um estudo que englobou
amostras da América do Norte, América Latina e Europa apontou uma prevaléncia de ESBL
de 77% nas enterobactérias avaliadas (Bhavnani et al., 2006). Mais recentemente, dados do
SENTRY referentes a América do Sul apontaram que aproximadamente 25 e 50% dos
isolados de E. coli e K. pneumoniae, respectivamente, apresentaram um fenétipo ESBL
(Gales et al.,, 2012). H& indicios de que a presenca mais freqliente de ESBL no género
Klebsiella deve-se a sua facilidade de adaptacdo no ambiente hospitalar, fazendo com que a
sua sobrevivéncia nas maos e nas superficies seja maior do que a de outras bactérias,
facilitando assim a ocorréncia de infecces cruzadas e a disseminagdo de determinantes de
resisténcia (Casewell e Phillips, 1981).

A deteccdo de resisténcia as cefalosporinas tem sido cada vez mais comum em
isolados de enterobactérias, muitos dos quais acabam também desenvolvendo resisténcia a

outras classes de antibioticos, como aminoglicosideos e fluoroquinolonas (Livermore et al.,
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2008). Devido as reduzidas opcdes terapéuticas disponiveis, os carbapenémicos constituem os
agentes de escolha para o tratamento de infecgdes graves causadas por cepas produtoras de
ESBL ou AmpC, muitas vezes, sendo 0s Unicos antibidticos que permanecem ativos.

Os carbapenémicos sdo antibidticos caracterizados pelo seu amplo espectro de acao
contra bactérias gram-negativas e gram-positivas e sao estaveis a degradacéo pela maioria das
B-lactamases, incluindo ESBL e AmpC (Zhanel et al., 2007). Como todos os agentes [3-
lactdmicos, os carbapenémicos atuam inibindo a sintese da parede celular através da ligacéo e
inativacdo das proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs). A sua utilizacao clinica iniciou em
meados dos anos 80 (Lyon, 1985) e, atualmente, quatro s&o os carbapenémicos que tém o seu
uso aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), sendo eles, o imipenem, o
meropenem, o ertapenem e o doripenem. O imipenem é suscetivel a degradacéo pela enzima
deidropeptidase-1 (DHP), encontrada nos tdbulos renais e, por este motivo, sua utilizacdo
requer co-administragdo com um inibidor da DHP, como a cilastatina. Os demais
carbapenémicos foram, entdo, desenvolvidos para minimizar esta falha, sendo o0 meropenem e
0 ertapenem estaveis a degradacdo pela DHP. O dltimo, porém, difere dos demais por
apresentar atividade limitada contra Enterococcus spp., Pseudomonas spp. e outros bacilos
gram-negativos ndo-fermentadores, comumente associados a infecgdes nosocomiais (Zhanel
et al., 2007; Zhanel et al., 2005). O doripenem foi o carbapenémico mais recentemente
desenvolvido, aprovado pelo FDA em 2007, e combina amplo espectro de agdo com maior
atividade contra P. aeruginosa (Matthews e Lancaster, 2009; Nicolau, 2008).

Embora fossem esporadicos os casos de resisténcia aos carbapenémicos em
enterobactérias nos anos 90, nas Ultimas duas décadas, como resultado da pressao seletiva, a
resisténcia a estes antibidticos tem aumentado de maneira considerdvel por todo mundo
(Gales et al., 2012; Gupta et al, 2011; Nordmann e Poirel, 2002). Devido a sua ubiquidade e
frequente aquisicdo de elementos genéticos mdveis, aliadas a utilizacdo ndo criteriosa dos
carbapenémicos, a disseminacgdo de enterobactérias resistentes a estes antibioticos representa
uma ameaca emergente (Grundmann et al., 2010; Livermore, 2009). Dados recentes do
SENTRY mostraram que no Brasil o género Klebsiella spp. foi 0 que apresentou menor taxa
de sensibilidade aos antibio6ticos imipenem e meropenem (89%) comparado aos demais paises
latino-americanos avaliados, cujos percentuais variaram entre 92 e 99%. No género
Enterobacter spp., para o meropenem o percentual de sensibilidade foi equivalente a 98%,
enguanto que, para o imipenem apenas de 92% (Gales et al., 2012). Além disso, evidenciou-se

gue a colistina e a amicacina, juntamente com os carbapenémicos, consistem em uma das
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poucas opcOes terapéuticas que ainda apresentam um elevado percentual de sensibilidade
frente as infeccOes hospitalares causadas por enterobactérias. Estes resultados confirmam as
importantes mudancas nos padrdes de resisténcia a estes antibioticos, considerando que, até
metade dos anos 2000 as taxas de resisténcia aos carbapenémicos eram inferiores a 1%.

Uma variedade de mecanismos pode estar envolvida na resisténcia aos
carbapenémicos, compreendendo desde alteragdes dos alvos de ligacdo por alteragéo das
proteinas ligantes de penicilina (PBP), hiperexpressdo de bombas de efluxo, diminuic¢do da
permeabilidade da membrana externa, até a producdo de enzimas altamente capazes de
promover a hidrolise dos carbapenémicos (Nordmann et al., 2009; Szabé et al., 2006; Yigit et
al., 2001; Villar et al., 1997). Dentre estes mecanismos, as alteracdes de permeabilidade da
membrana associadas a producdo de B-lactamases de baixa afinidade aos carbapenémicos,
bem como a producdo de carbapenemases constituem o0s dois principais e mais freqlentes
mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos na familia Enterobacteriaceae (Grundmann et
al., 2010; Nordmann, 2010; Jacoby et al., 2004; Nordmann e Poirel, 2002; Cao et al., 2000;
Martinez-Martinez et al., 1999).

3.3. Produciao p-lactamases associada a impermeabilidade de membrana

A membrana externa é a primeira linha de defesa da célula e o ingresso de substancias
é controlado pelas proteinas da membrana externa, denominadas de OMPs (“outer membrane
proteins”). As porinas sdo um grupo particular dessas proteinas e receberam essa
denominacdo por formarem canais (poros) de difusdo ndo especificos na membrana (Nikaido,
2003). As primeiras porinas foram caracterizadas em E. coli e hoje servem como padrdo de
comparacdo aquelas encontradas em diferentes espécies de enterobactérias. As principais
porinas caracterizadas nestes microrganismos séo a OmpC e a OmpF em isolados de E. coli e
Serratia spp. e seus respectivos homologos OmpK36 e OmpK35 em espécies de Klebsiella
spp. e Omp36 e Omp35 em Enterobacter spp. (Pages et al., 2008, Nikaido 2003).

Estas proteinas foram descobertas em 1976 e, desde entdo, tém sido altamente
relacionadas ao perfil de sensibilidade das bactérias gram-negativas a muitos antibioticos
(Nakaido, 2003). Porinas alteradas podem resultar de varios fatores, dentre os quais,
alteracfes de tamanho, reducdo dos seus niveis de expressdo ou mutagGes. Essas mudangas
podem ocasionar polimorfismos, mudancgas conformacionais ou ainda proteinas com atividade
funcional reduzida. As ESBL e as AmpCs por si s6 ndo sdo capazes de promover a hidrélise

dos carbapenémicos, pois apresentam valores elevados de Km para estes antibidticos,
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resultando em uma baixa afinidade enzima-substrato. Por outro lado, quando h& perda ou
reducdo das porinas de membrana ha também uma restricdo da entrada do antibiético e,
consequentemente, uma diminuicdo da sua concentracdo no interior da célula, fazendo com
que as p-lactamases de baixa afinidade consigam promover sua hidrélise e,
consequentemente, conferir resisténcia ao tratamento (Pagés et al., 2008).

Diversos estudos tém mostrado que alteragdes nos padrdes de expressao de porinas,
em combinagdo com producdo de ESBLs ou AmpCs, tém sido implicadas na resisténcia aos
carbapenémicos (Adler et al., 2013; Woodford et al., 2007). Doumith e colaboradores (2009)
mostraram que a resisténcia ao ertapenem encontrada em isolados de Klebsiella spp. e
Enterobacter spp. foi devida exclusivamente a combinacdo destes mecanismos, enquanto Suh
e colaboradores (2010) demonstraram que a combinacdo de hiperproducdo de AmpC
cromossomal com perda da OmpF foi responsavel pela aquisicdo de resisténcia ao
meropenem em isolados de S. marcescens. Adler e colaboradores (2013) avaliaram a
influéncia das B-lactamases adquiridas na resisténcia espontanea aos carbapenémicos em E.
coli e encontraram que o principal mecanismo de resisténcia ao ertapenem e ao meropenem
foi a perda das porinas OmpC e OmpF em combinag¢do com a expressdao de B-lactamases
como TEM, OXA ou CTX-M. A importancia destas porinas na penetragdo do imipenem e
meropenem ja havia sido anteriormente demonstrada por Cornaglia e colaboradores (1992)
que evidenciaram uma reducdo de 90% nos coeficientes de permeabilidade destes antibioticos
em mutantes deficientes de OmpC e OmpF. Ainda mais importante, foi a constatacdo de que a
reducdo na expressdo das porinas, na auséncia de uma enzima capaz de hidrolisar o
antibidtico, ndo é capaz de aumentar as MICs para 0s carbapenémicos, mesmo que a
permeabilidade atinja niveis altamente reduzidos, demonstrando que alteragdes no influxo do
antibiotico afetam o padrdo de sensibilidade da bactéria apenas na existéncia de uma barreira
de inativacdo enzimatica efetiva. Outro estudo recentemente publicado constatou que a
presenca de ESBL e/ou AmpC em associagdo com alteragdes das porinas de membrana foi o
mecanismo responsavel por conferir diminui¢do na sensibilidade aos carbapenémicos nos 61
isolados clinicos investigados, compreendendo Enterobacter spp., S. marcescens, M.

morganii, E. coli e Klebsiella spp. (Wosniak et al., 2012).

3.4. Carbapenemases

As carbapenemases representam a mais versatil familia de p-lactamases, com um

espectro de acdo muito mais abrangente em relagdo as demais enzimas que hidrolisam os [3-
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lactdmicos. Isto por que apresentam a propriedade de hidrolisar os antibioticos
carbapenémicos, além de penicilinas e cefalosporinas (Queenan e Bush, 2007; Nordmann e
Poirel, 2002). Essas enzimas pertencem a duas principais familias, diferenciadas pelo seu
mecanismo hidrolitico, devido a presenca de zinco ou serina no sitio de acdo. As primeiras
carbapenemases foram descritas em bacilos gram-positivos e foram denominadas de metalo
B-lactamases, devido a sua inibicdo pelo EDTA. Posteriormente, verificou-se que essas
enzimas apresentavam, a0 menos, um atomo de zinco no seu sitio ativo, responsavel por
facilitar a hidrélise do anel B-lactamico (Frere et al., 2005). No final dos anos 80, surgiu outro
grupo de carbapenemases na familia Enterobacteriaceae, porém, que ndo era inibido pelo
EDTA (Medeiros e Hare, 1986). Estudos subseqlientes demonstraram que essas enzimas, ao
invés do zinco, utilizavam a serina no seu sitio ativo e eram inibidas por &cido clavulanico e
tazobactam (Rasmussem et al., 1996; Yang et al., 1990). Também, de acordo com suas
propriedades moleculares, as carbapenemases podem ser agrupadas em enzimas de classes A
(penicilinases), B (metaloenzimas) e D (oxacilinases), segundo a classificacdo de Ambler.
Aguelas pertencentes as classes A e D sdo serino-carbapenemases, enquanto que, as
pertencentes a classe B sdo metalo pB-lactamases (Queenan e Bush, 2007; Nordmann e Poirel,
2002).

Até o inicio dos anos 90, as carbapenemases eram descritas como [-lactamases
cromossomais, espécie-especificas e cada uma com suas caracteristicas bem definidas. Porém,
0 aparecimento de carbapenemases plasmidiais mudou completamente os padrdes de
disseminacdo dessas enzimas, tornando-se um problema global de disseminacdo inter-
espécies (Yigit et al., 2001; Scaife et al., 1995; Watanabe et al., 1991).

3.4.1. Carbapenemases de classe A

Atualmente, existem quatro principais familias de carbapenemases de classe A, cujas
representantes sdo a SME, a NMC/IMI, a GES e a KPC, sendo as duas ultimas consideradas
as de maior importancia clinica devido ao fato de serem enzimas plasmidiais (Queenam e
Bush, 2007).

O aparecimento destas carbapenemases se deu no inicio da década de 80 com a
familia SME, mesmo antes do inicio da ampla comercializacdo dos carbapenémicos (Yang et
al, 1990). Esta familia consiste de trés variantes enzimaticas, a SME-1, a SME-2 e a SME-3,
que diferem entre si por um Gnico aminoacido (Queenan et al, 2006; Queenan et al., 2000).

S&o enzimas cromossomais encontradas exclusivamente em S. marcescens, que tiveram seu



29

surgimento na Inglaterra e, posteriormente, foram detectadas na Argentina e em diversas
regides dos EUA, onde foram responsaveis por surtos na década de 90 (Pasteran et al., 2009;
Queenan et al., 2000). Embora relativamente esporadicos, relatos recentes tém sido
publicados demonstrando a capacidade destas enzimas de conferir resisténcia ao imipenem e
resultar em perfis variaveis de sensibilidade aos demais B-lactamicos (Fairfax et al., 2011;
Carrer et al, 2008). As enzimas da familia NMC/IMI também foram descritas ha mais de 20
anos e tem sido raramente detectadas em isolados de Enterobacter spp. (Radice et al., 2004;
Pottumarthy et al., 2003). Ambas apresentam um perfil hidrolitico semelhante e uma
sequéncia de aminoacidos com 97% de identidade (Rasmussen et al., 1996). Seu espectro de
acdo inclui aminocarboxipenicilinas, cefalotina, imipenem e aztreonam e sua atividade é
parcialmente inibida por acido clavulanico, sulbactam e tazobactam (Nordmann e Poirel,
2002). Os genes codificantes para essas p-lactamases estdo comumente localizados no
cromossomo bacteriano, o que provavelmente tem contribuido para a sua raridade (Queenan
e Bush, 2007). Apesar disto, a deteccdo plasmidial do gene que codifica a enzima IMI-2 foi
caracterizada em um E. asburiae de origem ambiental e, mais recentemente, em um isolado
clinico de E. cloacae na China (Yu et al., 2006; Aubron et al., 2005).

Outra familia é representada pela GES, que atualmente possui 22 variantes
enzimaticas (Delbruck et al., 2012). Essas enzimas foram originalmente classificadas como
ESBLs, devido ao seu espectro de hidrélise que incluia apenas penicilinas e cefalosporinas.
Porém, a substituicdo de um unico aminoacido na posicdo 170 do sitio catalitico modificou o
seu perfil de hidrolise (Queenan e Bush, 2007). A primeira enzima com atividade
carbapenemase foi a GES-2, isolada de uma Pseudomonas aeruginosa e a capacidade de
hidrolisar os carbapenémicos foi, entdo, responsavel pela re-classificagdo da familia
(Queenan e Bush, 2007; Poirel et al., 2001). Anélises cinéticas mostraram que a eficiéncia
catalitica da GES-2 contra o imipenem foi 100 vezes maior comparada a GES-1, pérem 1.000
vezes menor quando comparada as demais carbapenemases de classe A. Diversas enzimas
com atividade carbapenemase tem sido descritas em todo o mundo, incluindo GES-4,-5,-6,-
8,-11,-14,-18,-20, (Barrios et al., 2012; Bebrone et al, 2012; Girlich et al., 2012a). No Brasil,
existe apenas um relato referente a identificacdo de uma K. pneumoniae produtora de GES-5,
resistente a todos os B-lactamicos (Picdo et al., 2010). Embora estejam mais associadas com
ocorréncias singulares, pequenos surtos ja foram descritos em P. aeruginosa produtoras de
GES-2 na Africa do Sul e em K. pneumoniae produtora de GES- 5 na Coréia (Jeong et al.,
2005; Poirel et al., 2002).
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As KPCs constituem a familia de maior importancia clinica entre as carbapenemases
de classe A, porém, como constituem o principal objeto de investigagdo deste trabalho, serdo

discutidas separadamente mais adiante.
3.4.2. Carbapenemases de classe B ou metalo-g-lactamases (MBLS)

As MBLs apresentam um espectro amplo de acdo, que inclui além dos
carbapenémicos, cefalosporinas e penicilinas, ndo hidrolisando apenas os monobactams
(Queenan e Bush, 2007). Caracterizam-se por ndo serem afetadas pelos inibidores classicos de
B-lactamases, como o &cido clavulanico e tazobactam, e sdo sensiveis a inibicdo pelos
quelantes de metais, como 0 EDTA, o &cido mercaptopropiodnico e o acido dipicolinico (Giske
etal., 2011; Thomson, 2010). Em contraste a situacdo atual, onde as MBL frequentemente sdo
enzimas plasmidiais, as primeiras MBL estudadas eram enzimas cromossomais presentes no
ambiente e em bactérias, como o Bacillus cereus e a Aeromonas spp. (Queenan e Bush, 2007).
Embora sua ocorréncia seja mais freqliente em bacilos gram-negativos ndo-fermentadores,
algumas familias sdo altamente prevalentes entre as enterobactérias (Pollini et al., 2012;
Poirel et al., 2010; Yong et al., 2009). Muitas enzimas tém sido detectadas nos Ultimos anos e,
até o momento, 12 familias ja foram descritas: IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, DIM, AlM,
NDM, KHM, SMB, TMB e FIM.

IMP e VIM constituem as familias mais antigas e estdo amplamente distribuidas entre
0s géneros Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. e também entre as enterobactérias
(Tzouvelekis et al., 2012; Walsh, 2010). Ja foram descritas em torno de 28 variantes de IMP e
25 variantes de VIM (www.lahey.org/studies). Constantemente, estas enzimas sdo detectadas
em isolados multirresistentes, associadas a surtos hospitalares (Breathnach et al., 2012; Mir6
et al., 2012; Rodriguez-Martinez et al., 2010). Por outro lado, as enzimas SPM-1, GIM-1 e
AIM-1 sdo variantes Unicas identificadas apenas em P. aeruginosa, isoladas no Brasil, na
Alemanha e na Australia, respectivamente, apresentando uma prevaléncia local (Yong et al.,
2007; Castanheira et al., 2004; Gales et al., 2003). A enzima SIM-1 foi descoberta na Coréia
em uma triagem em larga escala de cepas de Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp.
resistentes ao imipenem e apresenta aproximadamente 70% de identidade com a familia IMP
(Lee et al., 2005). A KHM foi identificada em um isolado de C. freundii no Japao e nédo se
difundiu para outros paises (Sekiguchi et al., 2008). Em 2009, Yong e colaboradores
descreveram a presenca de uma nova MBL em um isolado de K. pneumoniae, denominada de

NDM-1. Apos a sua identificacdo, a enzima se espalhou rapidamente para o Reino Unido,
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india, Paquistdo e Bangladesh, principalmente entre isolados de K. pneumoniae e E. coli e,
onde chegou a atingir uma prevaléncia de até 18,5% em algumas institui¢fes de salude (Perry
et al., 2011; Kumarasamy et al., 2010). Atualmente, a NDM ja foi detectada em outras
espécies da familia Enterobacteriacae, bem como em Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp.
e (Yang et al., 2012; Nordmann et al., 2011; Kumarasamy et al., 2010). Relatos de isolados
produtores de NDM tém sido altamente freqlientes em todos os continentes e constituem uma
ameaca emergente (Lowe et al., 2013; Bonnin et al., 2012; Lowman et al., 2011). Até o
momento, 6 variantes da enzima ja foram descritas (Williamson et al., 2012). Em 2010, outra
familia de MBL surgiu com a DIM-1, caracterizada a partir de um isolado de Pseudomonas
stutzeri na Holanda. O gene blapu-1 estava presente em um integron de classe | que continha
outros dois cassestes génicos, codificantes de resisténcia aos aminoglicosideos e a
desinfetantes (Poirel et al., 2010). As trés Gltimas enzimas descritas sdo a SBM, a TBM e a
FIM que foram isoladas de S. marcescens, Achromobacter xylosoxidans e P. aeruginosa,
respectivamente entre 2011 e 2012 e até 0 momento permanecem restritas aos seus locais de
origem (EI Salabi et al., 2012; Pollini et al., 2012; Wachino et al., 2011).

3.4.3. Carbapenemases de classe D ou oxacilinases (OXAS)

As carbapenemases de classe D foram originalmente denominadas de oxacilinases
devido a sua elevada capacidade hidrolitica contra cloxacilina, oxacilina e meticilina (Naas e
Nordmann, 1999). S8o enzimas fracamente inibidas pelo &cido clavulanico e o EDTA e
caracterizam-se por apresentar baixa atividade hidrolitica contra imipenem e meropenem
(Queenan e Bush 2007). Isolados produtores de OXA que apresentam MIC elevados para 0s
carbapenémicos, frequentemente, possuem outros mecanismos adicionais de resisténcia, como
efluxo, diminuicdo de permeabilidade e alteracdo de PBPs (Nordmann e Poirel, 2002). As
OXA carbapenemases sdo frequentemente encontradas em Acinetobacter spp., mas tém
aumentado de forma significativa os relatos de sua presenca também em enterobactérias
(Poirel et al., 2010b).

No género Acinetobacter spp. as OXA podem ser codificadas tanto no cromossomo
quanto em plasmideos transferiveis, sendo a principal representante a OXA-23 (Poirel et al.,
2010b). Essa enzima tem sido mundialmente detectada e tem sido responsavel por surtos em
inimeros paises, inclusive no Brasil (Mugnier et al., 2010; Martins et al., 2009). Outras, como
a OXA-51, a OXA-24, a OXA-58 e, mais recentemente, a OXA-143 também estdo associadas

a resisténcia aos carbapenémicos nesta especie (Zavascki et al., 2010). Embora em menor
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extensdo, algumas enzimas como a OXA-40 e a OXA- 198 também sdo encontradas em P.
aeruginosa (EI Garch et al., 2011; Sevillano et al., 2009). Na familia Enterobacteriacae, a
OXA-48 ¢ a principal representante e tem se tornado clinicamente relevante devido a sua
rapida disseminacédo. Trata-se de uma enzima de origem plasmidial, principalmente detectada
em K. pneumoniae e E. coli, embora ja tenha sido relatada em outras espécies, como C.
freundii e E. cloacae (Dimou et al, 2012; Nazic et al., 2005). A OXA-48 foi primeiramente
identificada na Turquia, onde atualmente € considerada a carbapenemase de maior
importancia clinica (Kilic et al., 2011; Gulmez et al., 2008; Poirel et al., 2004). Ja foi
identificada na Asia, na Africa e, recentemente, foram descritos os primeiros casos no Canada
e nos EUA (Lascols et al., 2012; Mathers et al., 2012; Goren et al., 2011; Moquet et a., 2011).
Na Europa, os relatos tém sido cada vez mais frequentes e diversos surtos ja foram publicados
(Glupczynski et al., 2012; Cuzon et al., 2011a; Pitart et al., 2011; Poirel et al., 2011). Outra
OXA carbapenemase tem sido relatada na familia Enterobacteriaceae, denominada de OXA-
181. A enzima é uma variante da OXA-48, foi recentemente descrita e ja tem sido reportada
em diversos paises, como India, Singapura, Africa do Sul e Canada (Brink et al., 2013;
Mataseje et al., 2013, Koh et al., 2012; Castanheira et al., 2011; Potron et al., 2011).

3.5. Klebsiella pneumoniae Carbapenemases (KPC)

Embora o termo KPC esteja associado a espécie bacteriana onde a enzima foi
encontrada pela primeira vez, representa uma denominag¢do comum utilizada para descrever a
presenca da enzima independentemente da espécie. As KPCs ja foram identificadas em
praticamente todos os membros de importancia clinica da familia Enterobacteriaceae e,
inclusive, em espécies de ndo-fermentadores, como a P. aeruginosa e o A. baumannii
(Robledo et al., 2011; Tsakris et al., 2010; Rasheed et al., 2008; Tibbetts et al., 2008;
Miriagov et al., 2003; Bratu et al., 2005a). Atualmente, as KPCs constituem as B-lactamases
de classe A de maior importancia clinica e epidemiol6gica e as principais enzimas associadas
a resisténcia aos carbapenémicos na familia Enterobacteriaceae. Conferem resisténcia a todos
os B-lactdmicos, considerando que seu espectro hidrolitico inclui penicilinas, cefalosporinas,
monobactams e carbapenémicos (Patel et al,. 2009; Queenan e Bush, 2007). Na sua grande
maioria, sdo enzimas codificadas por plasmideos moveis, o que facilita a transferéncia do
gene inter-espécies e, consequentemente, acentua o seu potencial de disseminacdo (Patel et
al., 2009; Queenan e Bush, 2007). Este fato, aliado a capacidade de conferirem resisténcia aos

carbapénemicos, fez com que as KPC se disseminassem mundialmente e se tornassem um
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problema de salde publica em diversos paises, devido as restriches terapéuticas limitadas
disponiveis para o tratamento de infec¢des graves (Chen et al., 2012; Giakkoupi et al., 2011;
Navon-Venezia et al., 2009, Nordmann et al., 2009).

Até o momento, ja foram descritas 12 variantes desta enzima (KPC-2 a KPC-13)
(www.lahey.org/studies). O primeiro membro da familia, denominado de KPC-1, foi isolado
em 1996 na Carolina do Norte, em uma K. pneumoniae multirresistente (Yigit et al., 2001).
Logo apds a descoberta da KPC-1, novos relatos ja apontavam o surgimento de uma nova
enzima na costa leste dos EUA, a KPC-2 (Miriagou et al., 2003; Moland et al., 2003). A
identificacdo de isolados de K. pneumoniae produtores de KPC-2 tornou-se alarmante devido
aos elevados indices de Klebsiellae produtoras de ESBL no EUA, para as quais 0S
carbapenémicos eram considerados uma das poucas opcdes terapéuticas (Paterson e Bonomo,
2005). Muitas destas espécies foram inconsistentemente reconhecidas, pois as concentracdes
inibitérias minimas (CIM) para os carbapenémicos eram inferiores aos pontos de corte de
resisténcia estabelecidos (Lomaestro et al., 2006). Além disso, as falhas dos métodos
laboratoriais na identificacdo de isolados produtores de KPC quando estavam associados
também a producdo de outras B-lactamases foi outro fator que contribui para as dificuldades
de deteccdo destas enzimas, principalmente quando ndo conferiam resisténcia in vitro aos
carbapenémicos (Moland et al., 2003). Em 2008, uma corre¢do da sequéncia do gene da KPC-
1 revelou uma sequéncia idéntica ao gene da KPC-2, evidenciando o mesmo subtipo
enzimatico (Yigit et al., 2001. Errata publicada em 2008). A partir de entdo, a designacédo
KPC-1 néo foi mais utilizada.

Desde o seu surgimento, a KPC-2 tem sido altamente prevalente nos EUA. Dados do
CDC, em 2009, mostravam que a enzima era regularmente detectada em diversas insituicoes
de satde na cidade de Nova York (Patel et al., 2009). Dados mais recentes revelaram que a
mesma ja  foi identificada  em 38 dos 50 estados  americanos
(http://www.cdc.gov/HAl/organisms/cre.html). O primeiro isolado produtor de KPC fora dos
EUA ocorreu na Franga, a partir de um paciente que havia sido internado em Nova York,
sugerindo a “importacdo” da enzima (Naas et al., 2005). Apesar disto, foi na Grécia que a
KPC-2 tornou-se endémica (Zagorianou et al., 2012; Giakkoupi et al., 2011). O CDC europeu
estimou que em torno de 49% dos isolados de K. pneumoniae sdo resistentes aos
carbapenémicos e, que 53% desta resisténcia deve-se especialmente a producdo de KPC-2
(http://www.ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/1111 SUR_AMR_data.pdf.).

Atualmente, é a enzima de maior prevaléncia mundial, presente em praticamente todos os
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continentes e, responsavel por surtos hospitalares em diversos paises (Brink et al., 2012;
Andrade et al., 2011; Giakkoupi et al., 2011; Zhang et al., 2011; Kitchel et al., 2009).

A KPC-3 foi identificada a partir da variacdo de um Unico aminoacido em relacéo a
sequéncia da KPC-2, durante um surto de K. pneumoniae em Nova York (Woodford et al.,
2004). Logo ap6s a sua descoberta, a enzima também foi detectada em um isolado de E.
cloacae, que foi reportado como sensivel aos carbapenémicos pelos sistemas automatizados
(Bratu et al., 2005a). Estudos cinéticos revelaram um perfil similar a KPC-2, porém, com um
aumento significativo na hidrélise da ceftazidima e uma diminuicdo discreta na hidrélise da
cefoxitina (Alba et al., 2005). Embora menos frequente que a KPC-2, esta variante
enzimética também esté difundida mundialmente e, inclusive, ja foi identificada em espécies
de ndo-fermentadores (Walsh, 2010). Em 2009, foi detectada em sete de dez isolados
produtores de KPC pertencentes ao complexo A. calcoaceticus-baumannii em Porto Rico
(Robledo et al., 2010). Em Israel os surtos comecaram em 2006 e, atualmente, o pais
encontra-se em uma situacdo de epidemia causada por um clone produtor de KPC-3,
geneticamente relacionado a um clone causador de surtos também nos EUA (Navon-Venezia
et al., 2009). Na Italia, um levantamento realizado entre os anos de 2009 e 2011 revelou a
disseminacdo massiva do gene blakpc-3 entre cepas de K. pneumoniae em dois hospitais,
evidenciando também o envolvimento de outros setores hospitalares, além das UTIs, no
isolamento destes germes (Richter et al., 2012).

Em 2004, na Escdcia, a KPC-4 foi identificada em um isolado do género Enterobacter
spp. (Palepou et al., 2005). Embora também tenha sido relatada em mais um isolado de K.
pneumoniae em Porto Rico, parece ndo ter havido uma disseminacdo para outras partes do
mundo (Robledo et al., 2007). Em 2007, em um isolado de P.aeruginosa, surgiu um novo
subtipo enzimatico, a KPC-5 (Villegas et al., 2007). Até 0 momento, apenas as enzimas KPC-
2 e KPC-3 haviam sido descritas neste género (Wolter et al., 2007). A enzima demonstrou ser
intermediéaria as enzimas KPC-2 e KPC-4 quanto a sequéncia de aminoacidos e mais sensivel
a inibigdo pelo &cido clavulanico (Wolter et al., 2009).

As variantes mais recentemente identificadas apresentam poucos relatos na literatura e
parecem permanecer restritas ao seu local de origem. As enzimas KPC-6, KPC-7 e KPC-8
foram identificadas em isolados de K. pneumoniae, em Porto Rico e nos EUA (Gregory et al.,
2010; Perez et al., 2010; Robledo et al., 2008). Ja a KPC-9 foi detectada em Israel, a partir de
uma K. pneumoniae multirresistente isolada de uma infecgdo urinéria. Apds algumas semanas

de internacgéo, foi coletada uma cultura de escarro do mesmo paciente que revelou a presenca
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de uma E. coli resistente a todos os B-lactdmicos, também produtora da enzima (Hidalgo-
Grass et al., 2012). A KPC-10 teve sua origem em Porto Rico e foi isolada durante uma
triagem de aproximadamente 300 isolados de Acinetobacter spp. multirresistentes (Robledo
et al., 2010). As enzimas KPC-11, KPC-12 e KPC-13 tém suas sequéncias depositadas no
GenBank, porém informacGes  adicionais ainda ndo  estdo  disponiveis

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank).
3.5.1 KPC no Brasil e no Rio Grande do Sul

O primeiro relato de isolados produtores de KPC no Brasil ocorreu em 2009, referente
a quatro cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC-2, isoladas na cidade de Recife em 2006
(Monteiro et al., 2009). Logo apds, Peirano e colaboradores (2009) caracterizaram 6 cepas
produtoras de KPC-2 no Rio de janeiro, isoladas entre os anos de 2007 e 2008. Em uma
pesquisa regional de vigilancia de cepas resistentes aos carbapenémicos realizada em Séo
Paulo, entre os anos de 2003 a 2008, foram detectadas duas cepas de K. pneumoniae
produtoras de KPC-2, sendo uma delas com data de isolamento de 2005, trazendo evidéncias
de que o surgimento de B-lactamases do tipo KPC no Brasil foi anterior a 2006 (Pavez et al.,
2009). Esta evidéncia foi corroborada por Zavascki e colaboradores (2010) que descreveram o
caso de uma K. pneumoniae produtora de KPC isolada em outubro de 2005, em Floriandpolis,
Santa Catarina. Durante o periodo de 2006 a 2009, 57 isolados de K. pneumoniae produtores
de KPC-2 provenientes de cinco estados brasileiros tiveram seu perfil clonal avaliado no
Laboratdrio de Pesquisa em Infeccdo Hospitalar da FIOCRUZ. Dez diferentes clones foram
identificados, com um clone predominante encontrado nos estados do Rio de Janeiro e do
Espirito Santo (Seki et al., 2011). Entretanto, foi no ano de 2010, que houve uma grande
dispersdo de isolados produtores de KPC no pais, alarmando as instituicdes de salde e as
autoridades publicas. Foi neste contexto, que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
publicou a primeira nota técnica brasileira (Nota Técnica N° 1/2010) instituindo diretrizes
para a deteccdo de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos. Além disso, a nota
recomenda que uma cultura das cepas resistentes seja enviada aos Laboratorios Centrais de
Saude Publica (LACEN) para que, em conjunto com a FIOCRUZ, seja relizada a confirmacéo
do mecanismo de resisténcia. A partir da publicacdo da nota técnica, a FIOCRUZ recebeu
mais de 500 isolados produtores de KPC, provenientes de 11 estados brasileiros, incluindo
Santa Catarina, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Goias, Espirito Santo, Alagoas, Pernambuco,
Ceard, Piaui, Maranhdo, Amazonas e o Distrito Federal. De um total de 130 cepas de K.
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pneumoniae selecionadas para avaliacdo da relagcdo genética entre os isolados, vinte e dois
perfis clonais foram observados (Pereira et al., 2012). Ainda, dados recentemente publicados
apontam para 0 surgimento do gene blakpc2 também entre isolados de K. pneumoniae na
Paraiba, no norte do Brasil, evidenciando sua ampla disseminacdo por todas as regifes do pais
(Fehlberg et al., 2012). Embora a grande maioria dos isolados produtores de KPC seja de K.
pneumoniae, a presenca do gene ja foi evidenciada nas espécies E. coli, S. marcescens, C.
freundii, P. aeruginosa e P. putida e, até o presente momento, apenas o gene blakpc, foi
detectado entre os isolados brasileiros (Almeida et al., 2012; Jacome et al., 2012; Andrade et
al., 2011; D'Alincourt Carvalho-Assef et al., 2010).

No Rio Grande do Sul, os relatos ainda s&o escassos. Em 2009, Zavascki e
colaboradores descreveram a presenca do gene blakpc em dois isolados de E. cloacae. O
primeiro, proveniente da cidade de Porto Alegre e o segundo, de Lageado e apesar de ndo ter
sido encontrada nenhuma relagdo epidemioldgica entre os pacientes, os isolados apresentaram
um perfil clonal. Outros trés isolados de E. cloacae produtores de KPC provenientes do sul do
estado sdo mencionados por Andrade e colaboradores (2011) que investigaram os plasmideos

e 0 ambiente genético envolvidos na disseminacdo do gene blakpc-», em isolados brasileiros.

3.5.2 Contexto genético do gene blakpc

Diversos estudos tém mostrado uma variedade de plasmideos nos quais o0 gene blakpc
tem sido detectado. Eles podem apresentar tamanhos variados, carregar diferentes
determinantes de resisténcia aos antibiéticos e pertencer a diferentes grupos de
incompatibilidade (Inc), incluindo IncFIl, IncL/M, IncN, IncA/C, IncX (Chen et al., 2012a;
Chen et al., 2012b, Andrade et al., 2011, Gomes et al., 2011; Curiao et al, 2010). A
capacidade de transposic¢ao do gene blakpc foi inicialmente sugerida a partir da observacao de
que porcdes de genes codificantes de transposases e genes auxiliares a transposi¢do estavam
ligadas a sua estrutura (Navon-Venezia et al., 2006; Naas et al., 2005). Mas foi em 2008, que
0 ambiente genético do gene blakpc foi primeiramente caracterizado, evidenciando a sua
localizagdo em um transposon derivado do Tn3, denominado Tn4401. O transposon apresenta
uma tamanho de aproximadamente 10 Kb e sua estrutura compreende, além do gene blakpc,
duas sequéncias imperfeitas inversamente repetidas, um gene de transposase, um gene de
resolvase e duas sequéncias de insercdo (Sl), a ISKpn6 e ISKpn7. Atribui-se ao fato de o gene
estar inserido em um elemento transponivel, como o Tn4401, a sua ampla mobilidade e

disseminacéo entre diferentes plasmideos e diferentes espécies bacterianas por todo 0 mundo
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(Cuzon et al., 2011b; Kitchel et al., 2009). Embora exista uma grande similaridade entre as
estruturas que circundam o gene blakpc provenientes de isolados bacterianos de diversas
regibes geograficas, variagdes em uma regido nao conservada do transposon, localizada
upstream ao gene blakpc, deram origem a diferentes isoformas. Enquanto as isoformas a, b e
c diferenciam-se por uma delecdo de 100 a 200 pb, a isoforma d, apesar de apresentar
homologia com algumas regides da isoforma b, consiste em uma estrutura de apenas 4,7 Kb
(Chen et al., 2012b; Cuzon et al., 2010; Naas et al., 2008). O Tn4401d foi detectado em um
isolado de Nova York resistente aos demais carbapenémicos, porém sensivel ao imipenem,
sugerindo que a estrutura do transposon possa estar relacionada a eficiéncia da atividade
carbapenemase (Chen et al., 2012b). Gootz e colaboradores (2009) demonstraram que
delecBes upstream ao gene podem modificar sua regido promotora, influenciando o seu nivel
de expressdo. Um baixo nivel de resisténcia aos carbapenémicos foi evidenciado em isolados
que apresentaram um baixo numero de copias do gene e também a presenca da isoforma b,
contribuindo para a hip6tese de que tanto o nimero de cdpias quanto as delecdes upstream ao
gene sdo importantes para 0 aumento da producdo da enzima (Kitchel et al., 2010). VariacGes
do Tn4401 ou mesmo ambientes genéticos distintos tém sido descritos e, embora sejam
menos prevalentes, demonstram a diversidade genética e as frequentes recombinacdes que
ocorrem na regido que circunda o gene blaxec (Chen et al., 2012; Gomes et al., 2011; Shen et
al., 2009). No Brasil, a presenca do gene tem sido associada as isoformas a e b do Tn4401 e a
uma diversidade de plasmideos, dentre os quais, 0s mais prevalentes pertencem ao grupo IncN
(Pereira et al., 2012; Andrade et al., 2011).

3.5.3 Epidemiologia molecular dos isolados produtores de KPC

Quanto a epidemiologia molecular, analises por Multilocus Sequence Typing (MLST)
tém revelado o envolvimento de diversos tipos clonais (ST) entre os isolados de K.
pneumoniae produtores de KPC. O complexo clonal (CC) 258, que compreende o ST258,
ST11 e ST437, estd mundialmente disseminado e a deteccao de isolados multirresistentes esta
principalmente associada ao ST258. Nos EUA, em alguns paises europeus, como a Polénia, a
Grécia e a Bélgica, bem como em alguns paises da América do Sul, 0 ST258 esta associado a
emergéncia de isolados de K. pneumoniae produtores de KPC-2 (Chen et al., 2012; Giakkoupi
et al., 2011; Gomes et al., 2011; Bogaerts et al., 2010; Baraniak et al., 2009). O mesmo ST é
predominante em isolados produtores de KPC-3 de um clone hiperepidémico identificado em
Israel e, posteriormente, na Colémbia (Lopes et al., 2011; Navon-Venezia et al., 2009). Na
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Itdlia também foi verificada a disseminacdo massiva de um clone produtor de KPC-3
pertencente ao ST258 (Richter et al., 2012). O ST11 foi reportado pela primeira vez na
Franca e, atualmente tem sido identificado na Asia e na Europa (Qi et al., 2011; Ko et al.,
2010; Baraniak et al., 2009). Outros ST menos comuns também sdo frequentemente
detectados em regides geograficas distintas. E 0 caso do ST384, relacionado a cepas
produtoras de KPC-2 na Espanha e, recentemente, detectado um isolado produtor da enzima
KPC-4 nos EUA (Chen et al., 2012; Curiao et al., 2010). Ainda, o ST340, primeiramente
detectado em isolados produtores de KPC na Grécia, também ja foi identificado em diversos
isolados produtores de KPC no Brasil (Pereira et al., 2012; Giakkoupi et al., 2011). Quanto
aos isolados brasileiros, Andrade e colaboradores (2011) encontraram o ST258 como clone
mais frequente quando avaliaram cepas coletados nos estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro.
No entanto, um estudo mais abrangente, que incluiu isolados de diversas regides do pais,
revelou a predominancia do ST437 e do ST11, corroborando com achados anteriores que ja
haviam evidenciado estes dois ST como 0s mais prevalentes (Nicoletti et al, 2012; Pereira et
al., 2012; Seki et al., 2011). Além de alguns ST menos freqlentes, outros 14 novos ST foram

identificados entre os isolados brasileiros (Nicoletti et al, 2012; Pereira et al., 2012).
3.6. Identificacdo de isolados produtores de KPC no laboratdrio clinico

Considerando o impacto clinico causado pelo aumento cada vez mais frequente de
cepas resistentes aos carbapenémicos por producdo de KPC, a identificacdo laboratorial destes
isolados é fundamental para a tomada de medidas de controle de infec¢do, bem como para a
escolha apropriada da terapia antimicrobiana. Por outro lado, a identificacdo destes
microrganismos no laboratério clinico de rotina ainda € considerada um desafio, devido a
complexidade apresentada por essas enzimas e aos métodos pouco especificos utilizados na
sua deteccéo.

Diversos estudos relataram falhas na identificacdo de isolados produtores destas
carbapenemases, a partir de metodologias automatizadas utilizadas rotineiramente para
avaliagéo do perfil de sensibilidade dos isolados aos carbapenémicos. Resultados discrepantes
foram apontados em uma variedade de espécies entéricas incluindo produtores e néo-
produtores de KPC, quando testadas frente a imipenem e meropenem por uma variedade de
sistemas automatizados (Lat et al., 2011; Tenover et al., 2006; Bratu et al., 2005b; Steward et
al., 2003). Falsa sensibilidade em isolados produtores de KPC reportada em alguns estudos
também foi atribuida a variagdes na densidade do inéculo bacteriano (Bratu et al., 2005).
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Recentemente, Woodford e colaboradores (2010), comprovaram a baixa habilidade dos
sistemas comerciais (VITEK 2, MicroScan e BD Phoenix) em distinguir produtores de
carbapenemases de isolados produtores de outras B-lactamases, com uma especificidade que
ndo ultrapassou 38%. A utilizacdo de metodologias, como fitas de Etest, também pode revelar
resultados inconsistentes devido ao crescimento de col6nias dentro das zonas de inibicéo,
dificultando a interpretacdo dos resultados (Anderson et al., 2007; Tenover et al., 2006). A
microdiluicdo em caldo é o método considerado padrdo-ouro para avaliacdo do perfil de
sensibilidade em isolados da familia Enterobacteriacae, mas apesar disso, isolados produtores
de KPC, muitas vezes, podem conferir um baixo nivel de resisténcia in vitro aos
carbapenémicos, resultando em CIM que se encontram fora da faixa de resisténcia,
dificultando ainda mais a sua identificacdo (Nordmann et al., 2011; Pasteran et al., 2009, Patel
et al., 2009). Em relacdo ao substrato utilizado, o ertapenem é o carbapenémico mais sensivel
na deteccdo de KPC e tem sido empregado em diversos testes disgnosticos (Nordmann et al.,
2012b; Landman et al., 2010). Em 2007, Anderson e colaboradores ja haviam demonstrado
gue um percentual de sensibilidade superior a 90% para os métodos de disco-difusdo, Etest,
VITEK 2 e MicroScan foi encontrado somente quando o antibiético ertapenem foi utilizado
(Anderson et al., 2007). Por outro lado, é claramente reconhecida que a resisténcia a esse
antibidtico ndo esta relacionada necessariamente a producdo de carbapenemases. A resisténcia
ao ertapenem pode desenvolver-se a partir de outros mecanismos, como por exemplo, a
alteracdo das porinas de membrana associada a producdo de ESBL ou AmpC, o que reflete
uma baixa especificidade desse substrato, independentemente do método utilizado (Quale et
al., 2008).

O MHT foi proposto pelo CLSI em 2009, como metodologia fenotipica confirmatéria
para deteccdo de carbapenemases, por apresentar uma sensibilidade elevada na deteccdo de
KPC (CLSI, 2009). Por outro lado, confere resultados positivos também na presenca de
outras carbapenemases e outras R-lactamases como, ESBL e AmpC (Doyle et al., 2012;
Girlich et al., 2012b; Carvalhaes et al., 2010; Pasteran et al., 2010; Pasteran et al., 2009). A
subjetividade e as dificuldades de interpretacdo do teste, aliadas a sua baixa especificidade,
fizeram com que o CLSI, em 2011, recomedasse a sua realizacdo apenas de forma facultativa,
condicionada a utilizacdo dos pontos de corte anteriores aos estabelecidos no documento
publicado (CLSI, 2011). Paralelamente, metodologias alternativas tém sido utilizadas em
ensaios fenotipicos para a deteccdo de KPC, na tentativa de se padronizar um teste capaz de

unir sensibilidade e especificidade satisfatdrias. O acido bordnico (AB), primeiramente
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utilizado para a detecg¢ao de -lactamases do tipo AmpC, tem sido o composto mais testado,
uma vez que estudos recentes demonstraram também a sua atividade inibitoria contra
algumas carbapenemases. Tsakris e colaboradores (2009) encontraram 100% de sensibilidade
e especificidade na deteccdo de KPC, quando testaram o AB com 0s substratos imipenem e
meropenem em isolados produtores e ndo-produtores de KPC, incluindo produtores de ESBL,
AmpC e carbapenemases de Classe B. No mesmo ano, um estudo mais abrangente,
confirmou a sensibilidade elevada do teste, porém, demonstrou que o AB é capaz de inibir
carbapenemases de Classe A em geral, ndo sendo especifico para KPC (Pasteran et al., 2009).
Considerando a maior prevaléncia de KPC em Enterobacteriacae, em detrimento de outras
carbapenemases de Classe A, diversos estudos tém proposto a utilizacdo combinada de
inibidores de B-lactamases, como o AB, o acido dipicolinico e a cloxacilina, com a finalidade
de aumentar a especificidade dos testes para a deteccdo de KPC, reduzindo os resultados
falsos positivos por produgdo de outras enzimas, como AmpC e MBL (Birgy et al., 2012;
Giske et al, 2011; Pournaras et al., 2010). Meios de cultura especificos também tém sido
desenvolvidos para deteccdo de isolados produtores de carbapenemases, como a exemplo do
CHROMagar® KPC e do SUPERCARBA®. Ambos, quando testado frente a isolados
produtores de KPC, apresentam uma boa sensibilidade, porém também permitem o
crescimento de isolados produtores de outras carbapenemases e, ainda, de isolados resistentes
ao ertapenem ndo produtores de carbapenemases, fazendo com que apresentem uma baixa
especificidade (Girlich et al., 2012c; Moran et al., 2011). A técnica mais recentemente
desenvolvida ¢é a aplicacdo da espectroscopia de massa por MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization — Time of Fligth) para deteccdo de carbapenemases, a partir dos
produtos de degradacdo dos substratos carbapenémicos. Embora apresente uma excelente
sensibilidade, a técnica também ndo € especifica para a deteccdo de KPC (Hrabak et al.,
2012; Burckhardt e Zimmermann, 2011). Desta forma, confirmacdo do mecanismo de
resisténcia permanece restrita as técnicas de biologia molecular, o que ainda ndo representa
uma realidade para a maioria dos laboratdrios clinicos, considerando o alto custo de

implementacdo e manutencdo dessas metodologias.
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4. ARTIGOS CIENTIFICOS

4.1. MANUSCRITO I - Detection of blakpc-2 in a carbapenem-resistant Kluyvera georgiana.

Manuscrito publicado no Journal of Antimicrobial Chemotherapy.
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Since the redefinition of the Enteric Group 8 as a new genus of the family
Enterobacteriaceae designated Kluyvera, there have been some reports describing its role as a
human pathogen, mostly recovered from respiratory samples.! Antimicrobial agents active
against Kluyvera include third-generation cephalosporins, carbapenems, fluoroquinolones and
aminoglycosides.® Although Kluyvera genus is believed to be the source of genes encoding
CTX-M-type extended spectrum B-lactamases (ESBLS), reports of multidrug-resistant isolates
of this genus are still rare.

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC)-producing Enterobacteriaceae have
been increasingly reported worldwide and currently represents the major mechanism of
carbapenem resistance in this family.? Regardless the fact that these enzymes are more
frequently found in K. pneumoniae and Enterobacter spp., they have already been reported in
virtually all members of the Enterobacteriaceae.’ In this report, we describe the presence of
KPC-2 in K. georgiana.

A patient admitted in a hospital from Porto Alegre, Brazil, in 2011 required
mechanical ventilation and a ventilator-associated pneumonia (VAP) was diagnosed. A
carbapenem-resistant Kluyvera, initially identified as K. cryocrescens by VITEK2
(bioMérieux, France) and a carbapenem and cephalosporins-susceptible K. pneumoniae were
recovered from a quantitative tracheal aspirate (QTA), both at >10° cfu/mL. Only piperacillin-
tazobactam had been previously administered to the patient. Meropenem was initiated, but no
improvement had been observed, and a new QTA was performed 4 days after starting
meropenem. A pure growth of K. cryocrescens, at >10° cfu/mL, was obtained. The patient
was then treated with polymyxin B and recovered from VAP.

The isolate identified as K. cryocrescens was submitted to further analysis by 16S
rRNA gene sequencing using primers 27f and 1492r for amplification and primers 27f, 38r,

533f, 1175r, 1194f, 1492r for sequencing.® Susceptibility tests were performed by broth
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microdilution and interpreted according Clinical and Laboratory Standards Institute criteria
(CLSI).* The modified confirmatory test for ESBL with antibiotic disks containing boronic
acid (BA) was performed as described elsewhere.> The Modified Hodge Test (MHT) and
combined-disks tests with BA were performed to screen for carbapenemase production.*®
Specific primers were used to detect the presence of blacrtx-m, blatem blasyy ESBL-coding
genes.” PCR and sequencing of blakec gene were performed as previously described.® PCR
products were purified using GFX kit (GE Healthcare) and sequenced using BigDye
Terminator version 3.1 and a 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems), according to
the manufacturer instructions. GenBank was used to access the KPC sequences deposited to
date and BioEdit program was used to compare the similarity between sequences. Plasmidial
DNA was obtained from alkaline lysis and it was electroporated into an Escherichia coli
Top10 (Invitrogen).? Transformants were selected on Luria-Bertani agar containing 1.0 pg/ml
of ceftazidime or 0.05 pg/ml of meropenem and an E. coli 39R861 was used as a standard for
transformant plasmidial analysis. Genomic DNA from K. georgiana was submitted to
amplification and sequencing using specific primers for evaluation of genetic environment of
blakpc.2 gene.™®

The 16S rRNA gene sequencing revealed that the isolate was in fact a K. georgiana,
with 99.85% similarity with the sole available sequence from K. georgiana ATCC 51603
(GenBank accession AF047186.1), while the similarity index was 98.91% when compared to
the K. cryocrescens ATCC 33435 (GenBank accession AF310218.1). The isolate was
resistant to all B-lactams (ceftazidime MIC =16mg/L; cefepime MIC =32mg/L; ampicillin-
sulbactam MIC >256mg/L; imipenem MIC =256mg/L; meropenem MIC =128mg/L and
ertapenem MIC =128mg/L) but susceptible to other drugs such as amikacin (MIC =2.0mg/L),
ciprofloxacin (MIC <0.125mg/L), tigecycline (MIC =0.5mg/L) and polymyxin B (MIC

=0.25mg/L). ESBL phenotypic and genotypic tests were negative. Both MHT and BA-based
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assay for carbapenemase detection were positive. The presence of blaxpc gene was confirmed
by PCR and the gene sequencing revealed 100% identity with blakpc,. The plasmid
electroporation into E. coli Top10 resulted in transformants which presented positive results
in MTH and BA-based method, and the presence of the KPC gene was confirmed by PCR.
The transformants demonstrated the acquisition of a ~36-Kb plasmid and the genetic
environment analysis of blakpc., suggested that the gene was inserted into a Tn801-like
transposon. We obtained a partial sequence of 1,461 pb of this transposon (130 pb upstream
to 459 pb downstream of KPC gene) demonstrating 99.8% of identity with the sequence of a
KPC-2- producing Enterobacter cloacae, in which the KPC gene is inserted in a Tn801-like
transposon (GenBank accession JN048640.1).

High level resistance to carbapenems was observed in K. georgiana, suggesting the
involvement of additional resistance mechanisms. Since porin expression was not
investigated, we cannot exclude the possibility that K. georgiana phenotype results from the
interplay between permeability alteration and KPC-2 production.

KPC-producing isolates have been associated with serious infection and high mortality
probably due to the difficulty to treat these infections. This work presents a description of a
KPC-2 enzyme in the rare pathogen K. georgiana highlighting the ability of KPC to spread to

unusual pathogens
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4.2. MANUSCRITO 11 - Performance of quantification of Modified Hodge Test: an

evaluation with Klebsiella pneumoniae Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae
isolates.

Manuscrito enviado para publicacdo no BMC Microbiology.
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Abstract

Background: The global spread of Klebsiella pneumoniae carabapenemases (KPC) in
Enterobacteriaceae in the last decade poses a serious public health threat. Modified Hodge
Test (MHT) has been suggested as screening tests for Ambler Class A carbapenemases, but
concerns regarding its difficult interpretation and common false-positive results obtained in
the presence of other B- lactamases have been noted. This study aimed to evaluate the
performance of a quantitative reading of MHT for KPC screening in order to better
standardize its interpretation and improve its accuracy, by a ratio calculated from the

enhanced growth generated by the isolates tested and the positive control.

Results: MHT was performed in 50 KPC-producing isolates and 334 non-carbapenemase-
producing isolates, using ertapenem (ERT) and meropenem (MER) as substartes. Our results
revealed 17 different ETP ratios (ER) and 17 MEM ratios (MR), with distinct sensitivity (SN)
and specificity (SP) values. Higher SN combined to higher SP was achieved when ER and
MR was 0.45, with a SN value of 96% for both substrates and SP values of 99.4% and 100%
for ER and MR, respectively. Using this cut-off, only 2 KPC producers were not detected.

False-positive results were found in 2 isolates only for ER.

Conclusions: Our study showed that quantification of MHT with either ETP or MEM
increases SP of the test for the detection of KPC enzyme in Enterobacteriaceae with no
impairment in the SN and could be used as an easy, inexpensive and accurate alternative for

KPC screening in clinical laboratories.

Keywords: Enterobacteriaceae; KPC; carbapenemases; screening; carbapenems.
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Background

The global spread of Klebsiella pneumoniae carabapenemases (KPC) in Enterobacteriaceae in
the last decade poses as a serious public health threat, since it leads to variable levels of
carbapenem resistance and few therapeutic options remain available for treating such
infections [1,2]. Moreover, KPC codifying genes are harbored in genetically mobile elements
allowing their rapid spread among gram-negative rods [3].

Molecular methods are the gold standard to detect the KPC genes; however, screening test
are necessary to discriminate which isolates with reduced susceptibility to carbapenems are
more likely to produce KPC. Many screening tests for Ambler Class A carbapenemases have
been presented in recent years, including the Modified Hodge Test (MHT), tests based on
boronic acid (BA) [4-6], as well as, the combined use of B-lactamase inhibitors, including BA,
EDTA, dipicolinic acid and cloxacillin in order to differentiate Class A from other
carbapenemases, such as metallo B-lactamases, and AmpC B-lactamases [7,8].

Although MHT often presents high sensitivity (>90%) [4,5,9] its interpretation is usually
difficult and also subjective [10,11]. Moreover, many studies have demonstrated positive
results in MHT in the presence of other B-lactamases, such as ESBL and AmpC coupled with
porin loss [5,10,12,13]. Since MHT positivity depends on the enzymatic activity, it should be
expected that the enhanced growth intensity would be bigger as the stronger the hydrolytic
activity of the enzyme. Considering that MHT is inexpensive, easy to perform, presents high
sensitivity for KPC detection and taking into account the fact that KPC are the most frequent
carbapenemases worldwide, in this study we evaluated the performance of the quantification

of MHT for detection of these enzymes in order to improve the accuracy of the test.
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Results

All isolates were submitted to MHT quantification and revealed 17 different ertapenem ratio
(ER) and meropenem ratio (MR) by the receiver operating characteristic (ROC) curves.
According to the enhanced growth ratio used as breakpoint for positive or negative MHT
result, the sensitivity (SN) and specificity (SP) of ER for KPC detection ranged from 58% to
100% and from 28.4% to 99.7%, respectively (Table 1); and from 54% to 100% and 28.4% to
100% for MR, respectively (Table 2). When the enhanced growth ratio was 0.45, the highest
SN and SP values were obtained for both substrates (Tables 1 and 2). Considering this cut-off,
two KPC-producing isolates would not be detected: an E. cloacae (ER = 0.2 and MR = 0.3)
with imipenem (IPM) and meropenem (MEM) MICs of 1.0 mg/L and ertapenem (ETP) MIC
of 4.0 mg/L; and a S. marcescens (ER and MR = 0.2) with IPM and ETP MICs of 16 mg/L
and MEM MIC of 8.0 mg/L. Among non-carbapenemase-producing isolates, two E. cloacae
showed a ratio > 0.45 only when ETP was used as substrate. One isolate presented ER = 1.0,
with IPM and MEM MICs of 2.0 mg/L and ETP MIC of 16 mg/L and the other presented ER
= 0.5, with IPM and MEM MICs of < 0.5 mg/L and ETP MIC of 4.0 mg/L. For these two
isolates, ESBL and AmpC production was performed by phenotypic tests using combination-
disk assay with clavulanic acid and cloxacillin, respectively, as inhibitors and the presence of
blactx-v gene was also investigated [14,15]. Whereas both isolates presented positive results
with cloxacillin assay, indicating the presence of a AmpC, the first one also showed the
presence of a CTX-M.

The area under the curve (AUC) calculated for ER was 0.990 (95% confidence interval
[C1] 0.977-1.0) (Figure 1A) and for MR 0.997 (95% [CI] 0.992-1.0) (Figure 1B). The Bland-
Altmann analysis indicated that there was intra and inter-observer agreement in the readings.

The comparisons included intra-observer agreement of ER for two different investigators
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(P=0.081 and P=0.073), intra-observer agreement of MR also for both investigators (P=0.962
and P=0.078), and inter-observer agreement for both substrates (P=0.894 and P=0.136). Most

reading disagreements were <I mm.

Discussion

KPC dissemination among Enterobacteriaceae isolates in the recent years has challenged
clinical laboratories to provide a rapid, inexpensive and accurate result of which isolate with
reduced susceptibility to carbapenems would more likely produce these enzymes. Although
MHT fulfilled the first two characteristics, it is an inaccurate test, since false-positive results
may be found in isolates producing other B-lactamases with some marginal carbapenemase
activity, such as AmpC and ESBLs [5,10].

The results of the present study indicate that the quantification of MHT may be a practical
and more accurate tool to be used for KPC detection. According to the quantification, several
ER and MR were generated, for which, different SN and SP values were obtained. For both
substrates analyzed, our results clearly demonstrated that higher ratios originated higher SP
values, whereas lower ratios originated higher SN. Therefore, as previously hypothesized, ER
and MR ratios are directly proportional to SP and inversely proportional to SN in KPC
detection. It is interesting to note that SN was 100% for both substrates only when even very
small enhanced growth were considered as positive, as indicated by the low ER and MR
generated (< 0.2), which represent the conventional or qualitative MHT interpretation, but at a
price of an unacceptable low SP values. Increasing the cut-off of ER and MR to values
between 0.2 and 0.37, the SN slightly decreases to 96-98% and substantially improves the SP
values to 90.7 to 98.5 depending on the ratio and the substrate. However, the highest SN
combined with higher SP was found when the ER and MR were equivalent to 0.45 for both

substrates. Using this cut-off to perform the screening for KPC detection, 96% of KPC-
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producing isolates were correctly identified. Only two KPC-producing isolates were not
detected. It could be possibly due to a low enzymatic activity, at least, for one of them, which
was resistant only to ETP (MIC=4.0 mg/L), with susceptible MICs to IPM and MEM, even
considering the current CLSI breakpoints. Adopting 0.45 as cut-off, MR and ER SP were very
high, 99.4% and 100%, respectively. SP was higher for MR because using ETP as a substrate
two isolates would be considered as KPC-producing. These isolates were two E. cloacae and
both showed the presence of AmpC B-lactamase whereas one of them also confirmed ESBL
production.

Regarding overall accuracy, MR tended to have a better performance compared to ER,
with an AUC of 0.997 compared to 0.990 for ER. These results were driven by the better SP
values when using MEM as substrate. The agreement analysis of intra- and inter-observer
indicated that the readings are reproducible and that the ratios generated in different days are
reliable.

This study was designed to evaluate the quantification of MHT for KPC detection,
regarding this carbapenemase represents the main resistance mechanism among carbapenem-
resistant Enterobacteriaceae worldwide. Although it could be expected that the quantification
of MHT would be useful to detect other carbapenemases, since MHT is not specific for KPC,
it requires further studies, especially considering the recent findings of negative MHT for
some NDM-1 and other metallo B-lactamase-producing isolates [16,17]. A limitation of our
study was that KPC type was not fully characterized by sequencing. Regarding only KPC-2
has been described in Brazil [18], we believe that our results can be extrapolated for KPC
carbapenemases in general.

Quantification of MHT primarily aims to differentiate the presence of carbapenemase

production from other enzymes with minimal carbapenemase activity. It is also known that
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the 0.45 cut-off found in our study should not be taken as definitive, and its accuracy should

be further investigated.

Conclusions

Our study showed that quantification of MHT with either ETP or MEM increases SP of the
test for the detection of KPC enzyme in Enterobacteriaceae with no impairment in the SN. In
summary, it could represent an easy, inexpensive and accurate alternative for KPC screening

in clinical laboratories.

Methods

Bacterial strains

Tests were performed with a panel of distinct genera of Enterobacteriaceae resistant or with
reduced susceptibility to ETP and/or MEM by disc-diffusion test (zone of inhibition < 21
mm) [19]. A total of 50 KPC-producing and 334 non-carbapenemase-producing clinical
isolates were included in the panel, which were recovered from 13 Brazilian hospitals from
2009 to 2011. All of them were previously identified by conventional techniques and by use
of VITEK2 (bioMeriéux, France). Carbapenems MICs were performed according to CLSI
[14] and the distribution of MICsy and MICgy both groups are shown in Table 3.
Carbapenemases were first investigated by multiplex real-time PCR for detection of blakpc,
blaym, blages, blanpm, blaoxa-as and blajvp genes [20]. None other carbapenemase than KPC
was detected. All isolates were double-checked for the presence of blakpc by a different set of
primers in a simplex PCR [21]. The positive control strains used in this study included a
KPC-producing K. pneumoniae ATCC BAA-1705, a VIM-producing P. aeruginosa; a GES-

producing K. pneumoniae, a NDM-producing K. pneumoniae, a OXA-48- producing K.



61

pneumoniae and a IMP- producing P. aeruginosa.

MHT performance and quantification

The MHT was performed for all isolates as recommended by CLSI [14]. In order to
investigate the performance of both substrates, ETP and MEM disks were placed on the agar
plate seeded with E. coli ATCC 25922 (indicator strain). The isolates were inoculated in a
straight line out from the edge of the disk to the edge of the plate. The plates were incubated
at 35 + 2 °C during 20 hours. The KPC-producing K. pneumoniae ATCC BAA 1705 was used
as positive control in all experiments. For both substrates, the size of enhanced growth of
indicator strain was measured in millimeters (mm) with a ruler, for each isolate tested and for
the positive control used in each experiment separately, as demonstrated in Figure 2. For data
analysis, a ratio (R) was calculated according the formula below and then, an ETP enhanced
growth ratio (ER) and a MEM enhanced growth ratio (MR) were established for all isolates

evaluated:

R= size of enhanced growth obtained from isolate tested (mm)

size of the enhanced growth obtained from positive control strain (mm)

The use of a ratio instead of using only the measurement of the enhanced growth generated
by each isolate was chosen in order to minimize the variations inherent to the method, since it
minimizes possible distinct growths that a same isolate could produce in a distinct day test
and also discount variations due to different agar media or disk suppliers, for example. The
readings were done through the back of the plate in a dark background. To ensure the test
reproducibility and the intra- and inter-observer integrity, 30 isolates (15 KPC-producers and

15 KPC-non producers) were randomly selected to be tested again and the interpretation
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were performed by two independent investigators who were blinded for the carbapenemase

results.

Statistical analysis

The SN, SP and ROC curves and their respective 95% CI for ER and MR were calculated
using SPSS version 18.0. SN and SP were calculated using PCR as gold standard. The
agreement between intra-observer of two distinct investigator and inter-observer readings was
assessed by Bland-Altmann analysis, assuming the first reading as standard. Statistical

significance was considered when the P value was < 0.05.
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Table 1. Sensitivity (SN) and specificity (SP) of distinct values of ertapenem (ER) enhanced

growth ratios.

ER SN(%)  SP(%)
0.045  100.0 28.4
0.095  100.0 29.3
0.106  100.0 63.5
0.118  100.0 64.1
0.134  100.0 65.6
0.171  100.0 67.1
0.211 96.0 90.7
0.254 96.0 91.3
0.293 96.0 925
0.317 96.0 97.0
0.367 96.0 97.3
0.450 96.0 99.4
0.583 94.0 99.7
0.683 92.0 99.7
0.750 82.0 99.7
0.850 70.0 99.7
0.950 58.0 99.7
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Table 2. Sensitivity (SN) and specificity (SP) of distinct values of meropenem (MR)

enhanced growth ratios.

MR SN(%)  SP(%)
0.045 100.0 28.4
0.095 100.0 29.3
0.113  100.0 79.0
0.134  100.0 79.9
0.162  100.0 81.7
0.191  100.0 82.3
0.225 98.0 94.6
0.268 98.0 95.2
0.293 98.0 95.8
0.350 96.0 98.5
0.450 96.0 100.0
0.550 94.0 100.0
0.560 90.0 100.0
0.750 86.0 100.0
0.838 66.0 100.0
0.888 62.0 100.0
0.950 54.0 100.0




Table 3. Minimal inhibitory concentration (MIC) of carbapenems of the 384 isolates evaluated.
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Isolates MIC (mg/L)?
n Imipenem Meropenem Ertapenem
MIC® MICs,  MICy  Range MIC® MICsy,  MICg Range MIC® MICsy  MICqgo Range
KPC-producing
isolates 50 - 16 128 1.0-256 - 32 128 4.0- >256 - 64 256 4.0- >256
Klebsiella spp. 36 - 16 64 - 32 64 - 64 128
Enterobacter spp. 10 - 8 64 - 16 128 - 32 256
S. marcescens 3 - 128 256 - 32 64 - 64 128
K. georgiana 1 256 - - 128 - - 128 - -
Non-carbapenemase-
producing isolates 334 - 0.5 2.0 <0.5-32 0.5 4.0 <0.5-32 4.0 16 <0.5-128
Enterobacter spp. 220 - 0.5 2.0 0.5 2.0 4.0 8.0
Klebsiella spp. 89 - 1.0 4.0 1.0 8 4.0 32
E. coli 17 - 0.5 4.0 1.0 4.0 4.0 16
S. marcescens 5 - 1.0 4.0 1.0 4.0 2.0 8.0
P. mirabilis 1 2.0 - - 0.5 - - 0.5 - -
M. morganii 1 4.0 - - 0.5 - - 0.5 - -
C. freundii 1 <0.5 - - 0.5 - - 0.5 - -

? Determined by broth microdilution; ® Result of MIC of species with a single isolate.
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Figures legends

Figure 1. Ertapenem enhanced growth ratio (ER) ROC Curve (A) and meropenem enhanced

growth ratio (MR) ROC Curve (B). AUC= area under the curve; Cl= confidence interval.

Figure 2. Quantification of modified Hodge test (MHT). The enhanced growth ratio of ETP
and MEM subtracts were obtained from the measure (mm) of the enhanced growth of E. coli
ATCC 25922 for both, the isolate and the KPC- producing positive control (K. pneumoniae
ATCC BAA 1705) and a ratio was calculated. In this example, B is the positive control and
the enhanced growth measured for ETP was 10 mm. The enhanced growth measured for
isolates A and C were 5 and 2 mm, respectively, resulting in ETP enhanced ratios (ER) of 0.5

and 0.2, respectively.
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ER ROC Curve
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MR ROC Curve
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Figure 2
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4.3. MANUSCRITO I1l - Evaluation of Enterobacteriaceae with reduced susceptibility to
carbapenems and molecular characterization of Klebsiella pneumoniae carbapenemase

(KPC)-producing isolates in Southernmost Brazilian region.

Manuscrito a ser submetido para publicacdo no Journal of Clinical Microbiology
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Abstract

Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae has been frequently reported worldwide and
represents a serious concern due to the limited therapeutic option. The aim of this study was
to investigate the resistance mechanisms of 345 clinical isolates with reduced susceptibility to
carbapenems recovered from 11 distinct hospitals located in southern Brazil, as well as to
investigate the molecular epidemiology of KPC producers. blakpc-2 gene was detected in 14
(4%) isolates. Most of them presented a high level resistance against P-lactams and
ciprofloxacin; and the most active drugs were polymyxin B and amikacin. The genetic
environment analysis did not allow a complete characterization, as partial amplifications were
obtained. Plasmids carrying blakpc.2 gene were not typeable and most of them had ~20kb.
Among non-carbapenemase producers (96%) most of them remained susceptible to IPM and
MEM, and was identified as ESBL and/or AmpC producers. In conclusion, our results
showed that, among B-lactamase producers, the major mechanisms involved in the reduced
susceptibility to carbapenems in the isolates studied are the ESBL and AmpC production,
instead of true carbapenemases. Only KPC carbapenemases were found, highlighting the role
of these enzymes in acquired resistance to carbapenems in Enterobacteriacae family. Our
results contribute to compose the scenery of KPC in Brazil and for epidemiological

characterization of KPC-2-producing Brazilian isolates.

Keywords: Enterobacteriaceae, Klebsiella pneumoniae Carbapenemase, carbapenem,

multidrug-resistant isolates.
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Introduction

Antimicrobial resistance in clinical isolates of the Enterobacteriaceae family is a serious
concern. Carbapenem-resistant Enterobaceriaceae have been frequently reported worldwide
(Brink et al, 2012; Gales et al., 2012; Gupta et al., 2011) and severely limits treatment
options (Magiorakos et al., 2011; Nordmann et al., 2009). Although a large diversity of
carbapenemases can be found among Enterobacteriaceae, the most common enzymes
responsible for carbapenem resistance in this family are Klebsiella pneumoniae
Carbapenemases (KPC) (Giakkoupi et al., 2011; Gupta et al., 2011). They are plasmid-
mediated enzymes which are disseminated worldwide and, currently, represent an important
public health problem (Walsh et al., 2010). KPC producers have been increasing detect in
Brazil since 2009 (Pereira et al., 2012; Andrade et al., 2011; Monteiro et al., 2009; Pavez et
al., 2009; Zavascki et al., 2009). The aim of this study was to investigate the carbapenem
resistance mechanisms among clinical isolates with reduced susceptibility to carbapenems
recovered from 11 distinct hospitals located in southernmost Brazilian state, as well as to

investigate the molecular epidemiology of KPC producers.

Material and Methods

Bacterial isolates

A total of 345 non-duplicated clinical enterobacterial isolates resistant or with reduced
susceptibility to carbapenems, zone of inhibition < 21 mm to ertapenem (ETP) and/or
meropenem (MEM) (CLSI, 2009), were selected from June 2009 to July 2011, as part of a
regional surveillance project to detect carbapenem resistance among Enterobacteriaceae. The
isolates from infection sites were recovered from 9 hospitals located in Porto Alegre city,

capital of Rio Grande do Sul state, Brazil, and two hospitals located in the countryside. These
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isolates were previously identified by conventional techniques in the institutions of origin.
The automated system Vitek2 (bioMeriéux, France) was used to confirm the identification of
the KPC-producing isolates. The susceptibility profile was initially evaluated by disk-
diffusion. Minimum inhibitory concentration (MIC) to carbapenems were determined for all
isolates using broth microdilution and interpreted according to CLSI (CLSI, 2012). MICs for
ceftazidime, cefepime, ampicillin-sulbactam, amikacin, ciprofloxacin, polymyxin B and
tigecycline were evaluated only against to KPC-producing isolates. Susceptibility to
polymyxin and tigecycline was defined as <2 pg/ml and < 1 pg/ml, respectively (EUCAST,

2013; CLSI, 2012).

Phenotypic assays to detect ESBL and AmpC p-lactamases

The presence of ESBL was investigated using the synergism of clavulanic acid with
ceftazidime and cefotaxime discs (CLSI, 2012). Detection of AmpC pB-lactamase was
performed using MEM disk supplemented with cloxacillin and a positive phenotype was
considered when an increase of > 5 mm in zone diameter around discs containing the

inhibitor, compared to the meropenem disc alone, was observed (Giske et al., 2011).

[-lactamase encoding-genes and clonal relatedness

Carbapenemases were investigated by multiplex real-time PCR for detection of blakpc, blaym,
blages, blanom blaoxa-4s and blaye genes (Monteiro et al., 2012). Conventional PCR were
performed to detect the presence of blaspm.i carbapenemase and blactx.m ESBL genes
(Gaspareto et al., 2007; Paterson et al., 2003). Sequencing of blakpc gene was performed as
previously described (Yigit et al., 2001). PCR products were purified using ExoStar kit (GE
Healthcare) and sequenced using a BigDye Terminator version 3.1 and a ABI 3500 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems), according to the manufacturer instructions. GenBank was
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used to access the blakpc sequences deposited to date and BioEdit program was used to
compare the similarity between sequences. The positive control strains included the KPC-
producing K. pneumoniae ATCC BAA-1705 and VIM, IMP, SPM, GES, NDM and OXA-48-
producing isolates referred by Carvalhaes et al. (2012).

Clonal relatedness among KPC producers was established by DNA macrorestriction using
Xbal enzyme followed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), using the CHEF DRII
apparatus (Bio-Rad). The results were analyzed using BioNumerics software (Applied Maths)
and a similarity >85% upon dendrogram analysis was considered to represent the same PFGE

pattern groups.

Genetic environment and plasmid characterization of KPC-producing isolates

The classic transposon Tn4401 genetic environment of blakpc gene was investigated using the
association of strategies describes by Naas (2008) and Curiao (2010). The non-conserved
region between IstB and blaxpc was analysed by comparison of the restriction fragment length
polymorphism (RFLP) patterns obtained by digestion of amplicons with Pstl, Hindlll, and
BamHI (Andrade et al., 2011).

Plasmids were searched using PCR-Based Replicon Typing (PBRT) scheme to detect
replicons of the major plasmid incompatibility (Inc) groups among Enterobacteriaceae
(Carattoli, 2005). The identification of plasmids was accomplished using genomic DNA

digested by S1 enzyme followed by PFGE and hybridization with specific probes.

Results

Among the 345 Enterobacteriaceae isolates, 224 (64.9%) were identified as Enterobacter
spp. (75% E. cloacae, 2.7%, E. aerogenes and 22.3% were identified only to genus level),

followed by 94 (27.2%) Klebsiella spp. (98.9% K. pneumoniae and 1.1% K. oxytoca), 18


https://www.applied-maths.com/bionumerics
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(5.2%) E. coli, 8 (2.3%) Serratia marcescens and 1 (0.3%) Proteus mirabilis. The isolates
were recovered from infection of several clinical specimens, including urine, blood, sputum,
catheter and surgical wound.

The blakpc gene was identified in 14 (4.0%) isolates: six (42.9%) E. cloacae, five (35.7%)
K. pneumoniae and three (21.4%) S. marcescens. blakpc sequencing revealed 100% identity
with the KPC-2 gene. None of the other carbapenemase investigated were detected among the
isolates. High level resistance was observed for most f-lactam drugs among KPC-2-producing
isolates; amikacin and polymyxin B presented the highest susceptibility rates (Table 1). Co-
production of CTX-M was detected in two isolates of K. pneumoniae (22 PRO and 134 PRO).
PFGE analysis showed two different clonal patterns for KPC-producing E. cloacae (E1 and
E2). The isolates belonging to E1 and E2 clones presented 100% identity. Among the KPC-
producing K. pneumoniae, 4 distinct clonal patterns were observed (K1 to K4). The 2 isolates
classified as K2 showed a similarity of 86.7%. For KPC-producing S. marcescens 2 clones
were identified (S1 and S2). Isolates belonging to S1 clone were 100% identical, whereas the
S2 clone presented a similarity of 82.4% to S1 (Table 1).

The analysis of genetic environment of blakpc.2 genes showed six altered platforms (i-vi)
compared to the classic Tn4401, demonstrated in the Figure 1. All isolates showed the
presence of the insertion sequence ISKpn6 (tnpA) just downstream to blakpc-> in all isolates.
On the other hand, the ISKpn7 (istA and istB) was only detected in K. pneumoniae 134PRO,
whereas partial amplification of this IS was accomplished for both S. marcescens 177HC and
79PRO, and for K. pneumoniae 144PRO. K. pneumoniae 134PRO also presented a fragment
of 200pb in the variable region between istB and blakpc. The Tn3 (tnpR and tnpA) upstream to
ISKpn7-blakpc-2-ISKpn6 was detected in K. pneumoniae 22PRO and 144PRO and S.
marcescens 151PRO. The study of the inverted repeated (IRR and IRL) was not totally

successful (Figure 1).
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Plasmid analysis revealed that plasmids carrying blakpc., had ~20Kb for most of isolates
(Table 1). Only the E. cloacae 189HC and K. pneumoniae clones K3 and K4 harbored
blakec-2 in different plasmids sizes, respectively ~100, 48 and 30Kb. Although different Inc
groups were observed among the isolates, all plasmids associated with blakpc, were
untypeable, according to PBRT scheme.

Three hundred thirty one (95.9%) isolates were identified as non-carbapenemase
producers. The distribution of carbapenem MICs demonstrated distinct patters according to
each bacterial genus (Table 2). About 20% of Enterobacter spp. were highly resistant to ERT
(MIC > 4 pg/ml), while for Klebsiella spp., E. coli and S. marcescens this value achieved, at
least, 40%. S. marcescens and P. mirabilis presented the highest susceptible rates (Table 2).
Overall, 133 of 134 Enterobacter spp. with ERT low level resistance (2-4 pg/ml) were
susceptible to IPM and MER, whereas 35 of 43 isolates with ERT high level resistance (MIC
> 4 pg/ml) remained susceptible to both antimicrobials. For Klebsiella spp., of the 26 isolates
with ERT low level resistance, 25 and 23 were susceptible to IPM and MEM, respectively.
The susceptibility rates were considerably reduced among the 37 Klebsiella spp. highly
resistant to ERT, reaching 75.7% for IPM and 32.4% for MEM. Among E. coli and S.
marcescens, all isolates with ERT low level resistance remain susceptible to other
carbapenems whereas isolates with ERT high level resistance the susceptibility profile to IPM

and MEM was very similar to those obtained for Klebsiella spp.

Among ERT resistant isolates non-carbapenemase producers, 60.5% of Enterobacter spp.
demonstrated an AmpC hiperproduction phenotype, 18.6% confirmed CTX-M production and
11.9% presented both mechanisms. Likewise, for Klebsiellag, 54% were CTX-M producers
and 27% just presented an ESBL phenotype, according to CLSI ESBL epidemiologic criteria

(2012). For E. coli, 43.8% were CTX-M producers and 31.3% and 18.8% revealed an AmpC
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and an ESBL phenotype, respectively. About S. marcescens, 33.3% showed an AmpC

hiperproduction phenotype.

Discussion

KPC production in Enterobacteriaceae has been an increasing problem worldwide (Gupta et
al., 2011). In Brazil, the first evidences of KPC-producing were from isolates recovered in
2005 (Zavascki et al., 2010; Pavez et al., 2009). However, outbreaks have been reported in
several Brazilian regions after 2009 and endemic rates of KPC-2-producing isolates have been
noted in many regions since then (Pereira et al., 2012; Andrade et al., 2011; Seki et al., 2011).
Despite of the increasing incidence of these organism in our country, only sporadic cases has
been related in Rio Grande do Sul, the southernmost Brazilian region (Ribeiro et al., 2012;

Andrade et al., 2011; Zavascki et al., 2009).

In this study we evaluated isolates resistant or with reduced susceptibility to carbapenems
and the investigation of encoding-carbapenemase genes detected only the presence of blakpc.-2
among the population analyzed. A low prevalence (4%) of KPC-2 producing isolates was
found when compared to other Brazilian regions, which were facing increasing incidence of
this carbapenemase (Pereira et al., 2012; Andrade et al., 2011; Seki et al., 2011). High
resistance rates to [-lactams and quinolone were found among the isolates, with virtually
100% of resistance to all B-lactam agents and 100% of resistance to ciprofloxacin. Polymyxin
B was the most active antibiotic. Except for S. marcescens, which are intrinsically resistant to
this drug, a single E. cloacae presented a low level resistance (MIC= 4 pg/ml). High in vitro
susceptibility rates to amikacin was also observed and this profile is similar to other KPC-2-
producing isolates recovered in Brazil and in other countries (Andrade et al., 2011; Hirsch and

Tam, 2010; Marchaim et al., 2008). For tigecycline, 8 (57%) isolates were classified as
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resistant according to EUCAST breakpoints. On the other hand, if FDA breakpoints were
applied this drug would be a very active agent, as only two isolates (14.3%) presented MIC >
2 pg/ml.

According to PFGE analysis, 2 distinct clonal patterns were observed among E. cloacae
and S. marcescens. Moreover, some variations could be observed in the susceptibility profile
of isolates belonging to the same clonal group. Although the mechanisms responsible for
determining these distinct phenotypic profiles were not fully investigated in our study, it is
probably due to the expression of outer membrane proteins and/or production of other B-
lactamases (Dai et al., 2012; Garcia-Fernandez et al., 2012; Cuzon et al., 2010, Kitchel et al.,
2010). An even higher diversity in susceptibility profile was observed among KPC-2-
producing K. pneumoniae isolates, for which four distinct clones were observed. The co-
production of a CTX-M by K. pneumoniae 22PRO probably contributed for the higher MICs
for cefepime and ceftazidime (16 times) compared to those obtained for the other K2 clone
(149PRO).

Tn4401, a Tn3-based transposon, is the genetic environmental that generally contains
blakpc genes (Cuzon et al., 2010; Naas et al., 2008). The classic isoforms “a” and “b” have
been reported in Brazil in different genus of Enterobacteriaceae (Pereira et al., 2012; Andrade
et al., 2011). For the isolates studied we found altered platforms, regarding only partial
amplifications of Tn4401 estructures were obtained. Whereas for all isolates the ISKpn6 was
observed, there was an unsuccessful amplification of inverted repeated sequences in most of
the isolates, suggesting a distinct insertion site. It is important to note that the absence of
amplification for IRR and IRL was also reported by Pereira et al. (2012), among Brazilian
isolates. Only K. pneumoniae 134PRO revealed the presence of ISKpn7 and resulted in a
positive amplification (200pb) between istB and blaxpc gene. Although the variable region is

compatible with the isoform “b”, the absence of amplification of tnpR and tnpA difficults the
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interpretation, considering that this region characterize the inherited structure of Tn3
transposon. For some other isolates only a partial amplification of ISKpn7 was observed,
possibly indicating the occurrence of another transposition event, as previously reported
(Pereira et al., 2012; Cuzon et al., 2010). Furthermore, the fact that most of isolates did not
present amplification between istB and blaxpc gene could be determinant for the high level
resistance to carbapenems observed among KPC-2 producers. Previous reports have shown
that deletions in this variable region (directly upstream to blaxec gene) can affect the gene
expression and influence the level of carbapenem resistance (Kitchel et al., 2010; Gootz et al.,
2009). Overall, our results demonstrate the rapid evolution of the structures that surrounds the
blakpc-2 gene and further investigation will be necessary to clarify the genetic context of the
isolates studied.

The plasmid analysis of KPC-2 producers showed some plasmids of variable sizes and
belonging to distinct Inc groups. Despite of this fact, all plasmids carrying blakec2 were not
typeable by PBRT, as previously reported by other authors (Pereira et al., 2012; Andrade et
al., 2011). Most of them (78.6%) had ~20Kb and only three different plasmids containing
blakpc-2 of 30, 48 and 100Kb were identified in an E. cloacae 189HC and in two other K.
pneumoniae (144PRO and 134PRO). A large diversity of plasmid of several sizes and distinct
Inc group have been associated with KPC-producing isolates around the world (Chen et al.,
2012; Pereira et al., 2012; Ribeiro et al., 2012; Andrade et al., 2011) highlighting the
successful dissemination of this resistance genetic determinant.

In conclusion, most of isolates with reduced susceptibility to carbapenems confirmed to be
non-carbapenemase producers. The low susceptibility against ERT in contrast to the high
susceptibility to IPM and MER, as well as the high percentage of AmpC and ESLB found
suggest that these pB-lactameses, probably coupled with distinct patterns of porin alteration, are

the major mechanisms involved in the reduced susceptibility to carbapenems in the isolates
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studied. The action of these two mechanism is already well established in ERT resistance by
many authors (Garcia-Fernandez et al., 2010; Doumith et al., 2009, Carvalhaes et al., 2010),

evidencing that this carbapenem is not the best substrate to predict carbapenem resistance.

Only KPC carbapenemases were detected among the isolates evaluated, highlighting the
role of these enzymes in adquired resistance to carbapenemse in Enterobacteriacae family.
Our results contribute to compose the scenery of KPC in Brazil and for epidemiological
characterization of KPC-2-producing Brazilian isolates. Further investigation will be needed
to clarify the genetic environment of blakpc.. gene, in order to better understand the

mechanisms involved in the spread of KPC isolates.
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Table 1. Clinical, laboratorial and molecular data of KPC-2- producing isolates

Minimum Inhibitory Concentration (pg/ml)* Plasmid analyses
KPC-producers Hosp. IMP MEM ERT CPM CAZ MAS AMI CIP PB TGC Pulsogroup ~ Size(s) Tn®
3 Inc groups
detected 4
detected
E. cloacae 5HC? A 64 128 256 512 128 >256 >512 16 2 2 El 20, 100, 250, nd’ vi
300
E. cloacae 10HC? A 128 >256 >256 >512 256 >256 >512 >64 4 2 El 20, 100, 250, nd vi
300
E. cloacae 58HC? A 16 16 128 256 256 >256 >512 32 2 2 El 20, 100, 250, nd vi
300
E. cloacae 118HC A 64 32 32 128 256 >256 2 >64 2 1 E2 20, 388 N vi
E. cloacae 182HC A 4 4 16 8 16 >256 2 16 2 0.5 E2 20, 100 N vi
E. cloacae 189HC A 64 128 256 >512 128 >256 4 32 2 2 El 20, 35, 100, AIC, F %
120
K. pneumoniae 174HC A 256 128 128 64 32 >256 4 64 2 2 K1 20 A/C Vi
K. pneumoniae 22PRO* B 4 8 16 >512 256 256 32 >64 2 025 K2 20, 48, 145 nd ii
K. pneumoniae 134PRO C 32 32 128 512 16 >256 4 >64 2 4 K3 48, 120, 194 AIC i
K. pneumoniae 144PRO A 8 32 128 16 64 >256 4 >64 2 1 K4 30, 120 A/C iv
K. pneumoniae 149PRO* B 4 4 16 32 16 >256 16 2 2 1 K2 20, 48, 150 L/M Vi
S. marcescens 177HC A 16 8 16 32 32 256 2 >64 >64 2 S1 20, 145, 200 nd iii
S. marcescens 79PRO A 128 32 64 512 8 >256 16 64 64 1 S1 20 nd iii
S. marcescens 151PRO B 256 64 128 128 32 >256 <l 4 >64 4 S2 20,194 nd i

Abreviatures: Hosp., hospital; ERT, ertapenem; MEM, meropenem; IPM, imipenem; CPM, cefepime; CAZ, ceftazidime; AMS, ampicillin-sulbactam; AMI, amikacin; CIP,
ciprofloxacin, PB, polymyxin B; TGC, tigecycline; Tn, transposon.

*CTX-M producers.

! Resistance is indicated in bold.

*The blapc.» genetic environmental and plasmid-carrying of E. cloacae 5SHC, 10HC and 58HC were studied and reported by Andrade et al. (2011).

3Underlining indicates size of the plasmid carrying blagpc.,.

* Plasmids (Inc groups) detected in this study did not carrying blaxpc.» genes.

°nd: not detected.

®Plataform stablished according to Figure 1.
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minimum inhibitory concentration (MIC) for non-

Non-
carbapenemase MIC (ng/ml)(%) %R
producing isolates <0.5 1 2 4 >4
Enterobacter spp. (n=218)

IPM 118 (54.1) 67(30.7) 23(10.6) 8(3.7)  2(0.9) 4.6

MEM 144 (66.1) 45(20.1) 20(9.2) 6(28)  3(L4) 4.2

ERT 10 (4.6) 31(142) 57(26.1) 77(35.3) 43(19.7) 811

Klebsiella spp. (n=89)

IPM 44 (49.4) 23(25.8) 12(135) 7(79) 3(3.4) 11.3

MEM 40 (44.9) 11 (12.4) 11(12.4) 14(157) 13(14.6) 303

ERT 16 (18.0) 10(11.2) 10(11.2) 16(18.0) 37(416) 708

E. coli (n=18)

IPM 12(66.7) 4 (22.2) - 1(56) 1(56) 11.2

MEM 6(333) 4(222) 4(222) 3(167) 1(56) 22.3
ERT 2(11.1) - 1(5.6) 7(38.9) 8(44.4) 88.9

S.marcescens
(n=5)
IPM 1(20.0) 2(40.0) 1(20.0) 1(20.0) - 20.0
MEM 2 (40.0) 2 (40.0) - 1(20.0) - 20.0
ERT 2 (40.0) - 1 (20.0) - 2 (40.0) 60.0
P. mirabilis (n = 1)

IPM - - 1 (100.0) - - 0.0

MEM 1 (100.0) - - - - 0.0

ERT 1 (100.0) - - - - 0.0
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Figure 1. Schematic representation showing intact Tn4401 (A) and modified genetic
environment found in the bacteria studied (B). * Fragments amplified by PCR; ** Performed

by restriction fragment length polymorphism (RFLP).



96



97

5. DISCUSSAO GERAL

Nossos resultados evidenciaram uma baixa prevaléncia de isolados produtores de KPC
entre os anos de 2009-2011, onde dos 345 isolados clinicos avaliados durante este periodo,
apenas 14 (4%) foram produtores da enzima. Embora os isolados tenham sido selecionados a
partir de uma reducgéo de sensibilidade aos carbapenémicos pelo teste de disco-difusédo (CLSI
2009), diferengas expressivas foram observadas entre os perfis de sensibilidade de IPM e
MEM comparadas ao de ERT quando avaliados pelo método de microdiluicdo (CLSI, 2012).
Uma taxa de sensibilidade inferior a 10% foi observada para o ERT em comparacdo a uma
taxa de mais de 73% para os demais carbapenémicos. Entre os isolados ndo produtores de
KPC, as B-lactamases do tipo AmpC e CTX-M foram as mais prevalentes nos géneros
Enterobacter e Klebsiella, respectivamente, possivelmente, justificando a resisténcia
observada ao ERT. Embora apenas ESBLs do tipo CTX-M tenham sido investigadas, a
presenca de outras enzimas, como TEM e SHV, também devem apresentar uma contribuigdo
consideravel na resisténcia observada entre os isolados, conforme demonstrado previamente
por outros autores (Yang et al., 2012; Doumith et al., 2009). ModificacGes nos padrbes das
principais porinas de membrana estdo intimamente relacionadas ao desenvolvimento de
resisténcia aos carbapenémicos, desempenhando um papel critico, principalmente, em
isolados que apresentam um elevado nivel de resisténcia a estes antibiéticos (Doumith et al.,
2009). Diversos estudo tém mostrado que cepas produtoras de AmpC e/ou ESBL com alguma
alteracdo de permeabilidade, podem desenvolver resisténcia aos carbapenémicos,
apresentando uma perda de sensibilidade mais pronunciada para o ERT e apenas uma discreta
diminuicdo de sensibilidade para os demais carbapenémicos (Carvalhaes et al., 2010;
Doumith et al., 2009; Jacoby et al., 2004). Apesar disto, Yang e colaboradores (2012)
investigaram o0s mecanismos envolvidos na resisténcia ao ERT no género Enterobacter e
encontraram que mais de 50% dos isolados avaliados ndo apresentaram alteragcdes no perfil
das porinas de membrana, destacando o papel quase exclusivo das B-lactamases. Em nosso
estudo mais de 80% dos isolados foram caracterizados como produtores de ESBL e/ou
AmpC, possivelmente, justificando a reducdo de sensibilidade aos carbapenémicos, verificada
a partir das elevadas taxas de resisténcia ao ERT em contraste as altas taxas de sensibilidade a
IMP e MEM. No entanto, o perfil das porinas de membrana permanece a ser investigado para
que se possa estabelecer a real contribuicdo destas proteinas no desenvolvimento da

resisténcia observada ao ERT nestes isolados.
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Com relagéo aos produtores de KPC, foram identificados isolados de E. cloacae, K.
pneumoniae, S. marcescens e K. georgiana, todos produtores da enzima KPC-2 confirmando
a epidemiologia do pais, onde este tem sido o Unico gene descrito (Pereira et al., 2012;
Andrade et al., 2011; Zavascki et al., 2010). Cabe ressaltar que esta foi a primeira descrigdo
mundial da presenca do gene blakpc No género Kluyvera, o qual é raramente patogénico e tem
sido pouco associado com relatos de multirresisténcia. Todos os isolados produtores de KPC
apresentaram um perfil de sensibilidade aos B-lactamicos condizente com a producdo da
enzima e foi observado um elevado nivel de resisténcia aos carbapenémicos e as quinolonas,
corroborando com o perfil relatado por outros autores para isolados brasileiros (Pereira et al.,
2012; Andrade et al., 2011; Seki et al., 2011). Com relacéo a epidemiologia molecular, foram
observados dois padrdes clonais para os isolados de E. cloacae e S. marcescens e quatro para
os isolados de K. pneumoniae, sendo que os mesmos foram obtidos de uma, duas e trés
instituicOes, respectivamente. Padrdes de sensibilidade variaveis puderam ser observados
entre isolados pertencentes ao mesmo grupo clonal, possivelmente, podendo ser atribuidos a
presenca de mecanismos de resisténcia adicionais, frequentemente caracterizados entre
isolados produtores de KPC (Hirsch e Tam, 2010; Quale et al., 2008). A co-producdo de
CTX-M, possivelmente, foi um fator determinante para as diferencas nos niveis de resisténcia
a determinados antibidticos, observadas entre os isolados de K. pneumoniae K2 (22PRO) e
K2’ (149 PRO), ja que apenas o primeiro revelou a presenga da enzima. O envolvimento de
outros mecanismos de resisténcia, como alteracbes de permeabilidade, permanecem a ser
investigados e ndo podem ser descartados, considerando o elevado nivel de resisténcia aos
carbapenémicos observado para a maioria dos isolados produtores de KPC neste estudo.

Com relagdo ao contexto genético, o Tn4401 tem sido reportado como principal
ambiente que abriga o0 gene blakpc2 (Andrade et al., 2011; Curiao et al., 2010; Cuzon et al.,
2010; Kitchel et al., 2009). No entanto, na analise dos isolados deste estudo foram verificadas
plataformas alteradas que evidenciaram semelhancas tanto com o Tn4401 quanto com o
Tn801-like, embora apenas uma caracterizacdo parcial dos ambientes genéticos em questdo
tenha sido possivel. Trés dos isolados de E. cloacae (5, 10 e 58 HC) avaliados neste estudo ja
haviam demonstrado uma plataforma ndo tipavel, relatada previamente por Andrade et al.
(2011). Outros resultados similares aos obtidos neste estudo, como a ndo amplificagdo das
IRR e IRL, tém sido descritos para outros produtores de KPC (Cuzon et al., 2010), inclusive
entre isolados brasileiros (Pereira et al., 2012), sugerindo sitios de inser¢do diferentes

daqueles caracterizados por Naas et al. (2008). A auséncia de amplificacdo ou amplificacGes



99

parciais da ISKpn7 e da regido derivada do Tn3 (tnpA e tnpR) também foram encontradas em
nossos isolados e igualmente tém sido reportadas por outros autores, evidenciando a
ocorréncia de eventos de transposicdo diversos, 0s quais tém sido responsaveis pela
caracterizacdo de uma variedade cada vez maior de ambientes genéticos que circundam o
blakpc (Chen et al., 2012a; Chen et al., 2012b; Pereira et al., 2012; Gomes et al., 2011, Shen et
al., 2009). Desta forma, a continuidade na investigacdo destas plataformas é fundamental para
uma caracteriza¢do mais competa e abrangente dos contexo genéticos em questao.

Ainda como parte da caracterizacdo molecular, a analise plasmidial dos isolados
produtores de KPC revelou uma grande variedade de plasmideos de tamanhos varidveis (20-
388KDb) e pertencentes a diversos grupos de incompatibilidade, como IncN, IncA/C, IncF e
IncL/M. Apesar disto, a maioria dos plasmideos relacionados ao carreamento do gene blakpc
foi de aproximadamente 20Kb e todos ndo-tipaveis, de acordo com 0 esquema proposto por
Carattoli (2005). Esta caracteristica ja havia sido reportada para os isolados 5, 10 e 58 HC
(Andrade et al., 2011), bem como para outros produtores da enzima (Pereira et al., 2012,
Cuzon et al., 2010).

Enquanto a principal conseqiiéncia da disseminacdo dessas enzimas consiste na
restricdo de opgOes terapéuticas que restam para o tratamento das infec¢des graves causadas
por estes microrganismos, o maior desafio permanece sendo a identificagdo destes isolados
pelos métodos comumente utilizados nos laboratorios clinicos. Muitas técnicas podem ser
usadas na deteccdo de carbapenemases, que variam desde métodos fenotipicos até métodos
moleculares avancados (Chen et al., 2012, Miriagou et al., 2010). Os métodos fenotipicos ndo
exigem metodologias sofisticadas, geralmente sdo de féacil execucdo no laboratério e
fornecem informacdes relevantes que auxiliam na elucidacdo dos mecanismos de resisténcia e
na conducdo do diagnédstico clinico-laboratorial. Neste contexto, nés avaliamos o método
baseado na utilizacdo do AB e o método do MHT, que consistem nas principais metodologias
fenotipicas utilizadas na deteccdo de KPC. O teste dos discos combinados com AB, quando
realizado com o substrato IPM, revelou 100% de SN e 96,1% de SP na deteccdo da enzima,
confirmando resultados prévios que apontaram este como o melhor substrato para execucédo
do teste (Pasteran et al., 2009). Quando o MEM foi utilizado, foi possivel observar uma queda
consideravel na SP, possivelmente, atribuida a presenca de p-lactamases do tipo AmpC. A
maioria dos isolados que resultaram em um teste falso-positivo, também demonstrou
sinergismo com a cloxacilina, evidenciando que o MEM ¢é mais afetado por estas B-

lactamases. Embora sinergismos também sejam observados na presenca de outras enzimas,
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diversos estudos tém demonstrado o excelente desempenho dos testes que utilizam o AB na
deteccdo de isolados produtores de KPC (Birgy et al., 2012; Giske et I., 2011). Com relagéo
ao MHT, a metodologia convencional alcancou uma SN de 92,9%, independentemente do
substrato utilizado, em contraste a uma baixa SP, que variou de 66,5 a 82,2% para ERT e
MEM, respectivamente. Apesar de ser um teste amplamente utilizado, diversas criticas tém
sido levantadas em relagdo ao seu uso, devido a sua baixa SP e interpretacdo subjetiva que,
muitas vezes, impedem uma definicéo clara de um resultado positivo ou negativo (Girlich et
al., 2012b, Carvalhaes et al., 2009; Pasteran et al., 2009). Diversos estudos tém proposto
estratégias fenotipicas alternativas para aumentar SP dos testes fenotipicos na detec¢do de
carbapenemases (Birgy et al., 2012; Giske et al, 2011; Pasteran et al., 2010). Considerando
que o MHT é um teste barato, de simples execucéo e elevada SN para deteccdo de KPC, neste
trabalho nos propusemos uma leitura quantitativa do teste, a fim de eliminar a sua
subjetividade. Esta andlise incluiu 384 isolados de enterobactérias (50 produtores de KPC e
334 nédo produtores de carbapenemases) e resultou em 17 razdes distintas para cada substrato
testado, obtidas a partir da medida das reentrancias do isolado teste e do controle positivo.
Nossos resultados mostraram que os maiores valores combinados de SN e SP foram obtidos
utilizando a razdo de 0,45 como ponto de corte, tanto para MEM quanto para ERT. A
sensibilidade encontrada para ambos os substratos foi equivalente aos resultados obtidos pelo
MHT convencional, descrito por outros autores (Doyle et al., 2012; Girlich et al., 2012b),
porém, discretamente superior aquela encontrada por n6s no outro estudo (Manuscrito 3). Por
outro lado, uma SP superior a 99% foi alcancada para ambos os substratos, sugerindo a
eliminagdo dos resultados falsos- positivos considerados na leitura convencional. Diversos
estudos tém provado que cepas produtoras de ESBL e/ou AmpC com alteracbes de
permeabilidade, frequentemente resultam em um teste falso-positivo, por apresentarem um
fenotipo de MHT fracamente positivo (Pasteran et al., 2010; Carvalhaes et al., 2009). Este
ponto torna-se ainda mais critico em locais onde a prevaléncia de carbapenemases é muito
baixa, fazendo com o que o teste apresente ainda menor poder discriminatdrio. Neste sentido,
a proposta de leitura sugerida neste trabalho foi capaz de manter a elevada SN do teste e, ao
mesmo tempo, eliminar a subjetividade na interpretacdo dos resultados, alcancando uma
elevada SP. Considerando que o MHT néo é especifico para a deteccdo de KPC, existe a
necessidade de um estudo mais amplo, que contemple uma diversidade maior de
carbapenemases, ja que alguns estudos relatam falhas na deteccdo de MBL pelo MHT,

principalmente no que se refere a enzima NDM (Doyle et al., 2012; Thomson, 2010). Por
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outro lado, Girlich e colaboradores (2012b) demonstraram um aumento expressivo na
sensibilidade do teste para deteccdo desta enzima quando o mesmo foi realizado com
suplementacéo de Zn*%. Embora uma validacdo mais abrangente seja necesséria para avaliar o
real desempenho da quantificacdo proposta na deteccdo de carbapenemases, o elevado poder
discriminatorio do MHT observado em nosso estudo para detec¢do de KPC sugere que o teste
possa constituir uma ferramenta Util aos laboratérios clinicos no diagnostico destas enzimas,
principalmente em locais onde existe uma alta prevaléncia de KPC em detrimento de outras
carbapenemases, como é o caso do Brasil.

A reducdo nos pontos de corte dos carbapenémicos pelo CLSI, a partir de junho de
2010, aumentou a sensibilidade na deteccdo de isolados produtores de carbapenemases,
porém, diminuiu a sua especificidade. Com base nos pontos de corte atuais, a partir dos
resultados obtidos pelo teste de disco-difusdo, foi possivel observar um aumento consideravel
de isolados classificados como intermediarios ou resistentes, mesmo tendo-se em vista a baixa
prevaléncia de carbapenemases entre os isolados, para 0s quais oS carbapenémicos ainda
poderiam representar uma opcao terapéutica vidvel. Portanto, a aplicacdo de metodologias
praticas como o teste de discos combinados com AB e o MTH quantificado, os quais podem
gerar uma analise altamente especifica, parece constituir uma alternativa eficiente a ser
utilizada junto a interpretacdo do antibiograma para melhor discriminar a producéo de KPC e
melhor adequar a informagé&o sobre o perfil de sensibilidade dos isolados.

Sobretudo, a partir da caracterizacdo fenotipica e genotipica dos isolados avaliados
neste estudo, foi possivel constatar que a reduzida sensibilidade aos carbapenémicos
observada esteve associada principalmente a producdo de B-lactamases do tipo ESBL e
AmpC, ao invés de carbapenemases. Apesar da baixa prevaléncia, foi demonstrada a presenca
de cepas produtoras de KPC na populagéo estudada, corroborando com o panorama verificado
em praticamente todo territdrio brasileiro. Tomados em conjunto, nossos resultados
contribuem para o conhecimento da epidemiologia local de resisténcia aos carbapenémicos e
dos isolados produtores de KPC, apontando as caracteristicas plasmidiais que envolvem o
carreamento o0 gene blaxpc € elucidando parte do contexto genético no qual o mesmo esta

inserido.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Como conclus@es gerais deste trabalho podemos destacar:

1.

10.

A produgdo de ESBL e AmpC foi altamente prevalente entre os isolados com
reduzida sensibilidade aos carbapenémicos;

A baixa prevaléncia de KPC entre estes isolados;

O primeiro relato mundial de um isolado de K. georgiana produtor de KPC-2,
consolidando o elevado potencial de disseminacdo dessas enzimas inter-espécies,
inclusive em patégenos incomuns e raramente patogénicos, como é o caso do género
Kluyvera;

A presenca exclusiva do gene blakpc., entre os isolados de E. cloacae, K.
pneumoniae e S. marcescens, identificados como produtores da enzima,
corroborando com a epidemiologia molecular dos isolados brasileiros;

Um elevado nivel de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos e as quinolonas para a
maioria dos isolados produtores de KPC, bem como um perfil se sensibilidade
variavel frente as demais classes de antimicrobianos testadas;

A presenca de dois grupos clonais entre os isolados de E. cloacae e S. marcescens e
quatro grupo clonais entre os isolados de K. pneumoniae;

A caracterizacdo parcial do ambiente genético que envolve o gene blaKPC dos
isolados avaliados, evidenciando estruturas presentes no Tn4401 e no Tn801;

A presenca de plasmideos ndo tipaveis e de tamanhos varidveis envolvendo o
carreamento do gene blakpc-2, com prevaléncia dos plasmideos de ~ 20 Kb;

A elevada SN e SP para 0 método de discos combinados com o AB na detec¢do de
isolados produtores de KPC, com a utilizagdo do IPM como substrato;

O maior poder discriminatério do MHT quantificado em relagio ao MHT

convencional na deteccdo de isolados produtores de KPC.
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