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RESUMO

A ocorréncia de enzimas que degradam os carbapenémicos, como KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase), em enterobactérias, tornou-se endémica nos
hospitais, sendo responsavel pelo aumento do numero de surtos em varias
instituicbes de saude no Brasil e varios paises ao redor do mundo. K. pneumoniae é
o0 patdbgeno mais comum que transporta genes blakpc € desempenha papel
importante em infec¢des hospitalares causando, principalmente, pneumonia, sepse,
infec¢ao urinaria e de feridas cirurgicas. Este estudo foi realizado no Laboratorio de
Microbiologia do Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina, com o
objetivo de analisar 54 isolados clinicos de K. pneumoniae produtores de KPC
oriundos de materiais de infecgcbes de diferentes pacientes internados neste hospital,
no periodo de julho de 2009 a julho de 2010. A caracterizagé&o de infecgéo foi feita
pela CCIH (Comissao de Controle de Infec¢cao Hospitalar), com base nos critérios do
CDC (Centers for Disease Control and Prevention). Estas amostras apresentaram
susceptibilidade reduzida a pelo menos um dos carbapenémicos avaliados
(imipenem, meropenem, ertapenem). As amostras foram identificadas através do
sistema automatizado Microscan Walkaway (Siemens), e submetidas a testes de
sensibilidade a antimicrobianos, através de disco difusdo e/ou testes de diluicao
(Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)), para os carbapenémicos, além de polimixina
B, colistina, gentamicina, tigeciclina e fosfomicina. Os resultados dos dois métodos
foram avaliados, e a porcentagem de erro relativa aos testes foi calculada,
reforcando que os métodos de diluicdo (CIM) devem ser considerados padrao ouro
na determinacdo de sensibilidade. Resultados de CIMsy e ClMgy também foram
obtidos. Os isolados foram submetidos ao teste de Hodge modificado e teste da
adicdo de acido borbnico para confirmacédo da presenca de carbapenemases, e,
posteriormente, a PCR (reacdo em cadeia da polimerase), para pesquisa de genes
blakpc € MBL (metalo-B-lactamases), sendo que o gene blakpc foi encontrado em
todos os 54 isolados, mas nenhum gene MBL. O sequenciamento indicou que todas
as cepas pertenciam ao subtipo KPC-2, e a analise de PFGE (eletroforese em gel de
campo pulsado) mostrou distribuicdo policlonal entre os isolados desse hospital, com
predominancia de 3 clones. As informagbes que constavam dos prontuarios médicos
dos 54 pacientes foram analisadas e tabuladas para uma visao geral do quadro
clinico destes.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae carbapenemase. KPC. Resisténcia a
carbapenémicos. Carbapenemase.



VIVAN, Ana Carolina Polano. Molecular characterization and epidemiologic
study of clinical isolates of KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae at a
university hospital. 2012. 74 f. Dissertation (Microbiology Master Degree) —
Londrina State University, Londrina, 2012.

ABSTRACT

The ocurrence of enzymes that degrade carbapenems, such as KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase), in Enterobacteriaceae, has become endemic in
hospitals and is responsible for the increased number of outbreaks in many health
institutions in Brazil and several countries around the world. K. pneumoniae is the
most common pathogen harbouring blakpc genes and plays an important role in
causing nosocomial infections, mainly pneumonia, sepsis, urinary tract infection and
surgical wounds infection. This study was conducted at the Laboratory of
Microbiology, University Hospital of Londrina, and aimed to describe clinical and
microbiological aspects of infections caused by KPC-producing K. pneumoniae in 54
clinical isolates from patients hospitalized at this hospital, from July 2009 to July
2010. The infection characterization was obtained by CCIH (Comissdo de Controle
de Infeccdo Hospitalar), according to CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) criteria. Samples were obtained from various clinical specimens,
characterized as infection, with one sample per patient. They presented reduced
susceptibility to at least one of the available carbapenems (imipenem, meropenem,
ertapenem). The samples were identified by automated Microscan Walkaway
(Siemens) system and tested for antimicrobial susceptibility by disk diffusion and/or
dilutional tests (Minimal Inhibitory Concentration (MIC)) for carbapenems, polymyxin
B, colistin, gentamicin, tigecycline and fosfomycin. The results of both methods were
evaluated. The percentage of error was estimated, and reinforced that dilution
methods (CIM) should be considered gold standard in determining sensitivity. Also,
we obtained MICs, and MICgy results. The isolates were also tested by the modified
Hodge test and boronic acid to confirm the presence of carbapenemases and were
submitted to PCR (polymerase chain reaction), to search for blakpc and MBL
(metallo-B-lactamases) genes, and blakpc gene was found in all 54 isolates, but not
MBL. Sequencing indicated that all isolates belonged to subtype KPC-2, and PFGE
analysis (pulsed field gel electrophoresis) showed polyclonal distribution among the
isolates, with predominance of 3 main clones. The information in medical records of
the 54 patients was analyzed and tabulated to obtain an overview of the clinical
picture.

Keywords: Klebsiella pneumoniae carbapenemase. KPC. Carbapenem resistance.
Carbapenemase.
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1 INTRODUCAO

A terapia antimicrobiana se desenvolveu ao longo dos ultimos 60
anos como uma proposta pratica e tem se tornado um dos avangos da medicina
moderna. A reducao de mortes prematuras devidas a infecgbes bacterianas é agora
considerada uma certeza no mundo desenvolvido, mas esta ameacada pelo
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos (HAWKEY, 2008). A resisténcia
aos antimicrobianos é o melhor exemplo da rapida adaptacdo da bactéria a um novo
ecossistema. A habilidade da bactéria em ampliar seu nicho ecolégico, também na
presenca de determinados antibi6ticos, pode explicar a aquisicdo de genes por
transferéncia de material genético através de conjugacéo, transformacdo e
transducéo e/ou pelo acumulo de mutagdes pontuais, levando a modificagdes de
genes existentes (SUNDSTROM, 1998; CARATOLLI, 2001). Varios mecanismos
podem ser responsaveis por essa resisténcia, entre eles: alteragdo conformacional e
bioquimica do sitio alvo do antimicrobiano; alteragdo da permeabilidade da parede
celular da bactéria ao antimicrobiano; efluxo ativo; inativagcdo enzimatica do
antimicrobiano (SANDERS; SANDERS, 1992; LIVERMORE, 1998). Resumidamente
pode-se dizer que a resisténcia é favorecida pela pressdo seletiva do uso
inadequado de antimicrobianos, e ocorre pela disseminagdo clonal ou pela
transferéncia horizontal de genes de resisténcia (WITTE, 2004).

A emergéncia e a disseminagé&o de resisténcia entre as espécies da
familia Enterobacteriaceae trazem complicagdes para o tratamento de infec¢des
hospitalares graves e podem contribuir para o aparecimento de espécies resistentes
a todos os antimicrobianos atualmente disponiveis. Klebsiella pneumoniae, em
particular, € um patégeno extremamente importante em infec¢des hospitalares, uma
vez que pode apresentar resisténcia multipla a antimicrobianos de diferentes classes
(PATERSON, 2006).

Os carbapenémicos atualmente representam as drogas de escolha
para o tratamento de infecgdes graves por isolados multirresistentes, principalmente
quando se trata de espécies de bactérias gram-negativas que produzem ESBL (B-
lactamases de espectro ampliado) e/ou apresentam produ¢cdo aumentada da -
lactamase Amp-C. Os carbapenémicos mais comuns e utilizados na pratica clinica

sao imipenem, meropenem e ertapenem. Entretanto, a resisténcia a essa classe de
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antimicrobianos tem sido acentuadamente detectada, sendo principalmente
associada a agao de enzimas do tipo carbapenemase (PEIRANO et al., 2009).

As carbapenemases sdao um grupo fenotipico de enzimas, uma
mistura heterogénea de B-lactamases pertencentes a classe molecular A de Ambler
(penicilinases), classe B (metaloenzimas) e classe D (oxacilinases). Essas enzimas
tém a propriedade comum de hidrolisar, a0 menos parcialmente, imipenem ou
meropenem, além de hidrolisar outras penicilinas e cefalosporinas (BUSH; JACOBY,
2010). As trés principais familias de carbapenemases classe A incluem a SME
(Serratia marcescens enzyme), IMI/NMC (imipenemase/non-metallocarbapenemase-
A) e a KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) (QUEENAN; BUSH, 2007). Em
K. pneumoniae, as enzimas KPC sido as carbapenemases mais frequentes, sendo
descritas até o presente 12 variantes (www.lahey.org).

As bactérias produtoras de KPC se tornaram endémicas na cidade
de Nova lorque e em outros locais dos EUA, e também foram detectadas em varios
outros paises do mundo (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009). Resisténcia
envolvendo carbapenemases, principalmente KPC, tem mostrado elevado potencial
de transferéncia intra e interespécies. Como esta enzima pode conferir resisténcia
Nnao apenas aos carbapenémicos, mas a muitos beta-lactdmicos e a outras classes
de antibidticos, as possibilidades de regimes terapéuticos eficazes sdo reduzidas
consideravelmente, resultando em altas taxas de mortalidade (VILLEGAS et al.,
2006).



2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizacdo molecular e epidemiolégica dos isolados de K.

pneumoniae produtores de KPC provenientes de materiais clinicos de pacientes

internados no Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU-
UEL), no periodo de julho de 2009 a julho de 2010.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1

222

223

224

2.2.5

2.2.6

Avaliar os perfis de sensibilidade a antimicrobianos de 54
isolados de K. pneumoniae produtoras de KPC;

Detectar a produgao da enzima KPC por métodos fenotipicos
e genotipicos;

Comparar os métodos utilizados para determinar a
sensibilidade a antimicrobianos, e calcular seu erro relativo;
Caracterizar a enzima carbapenemase de tipo KPC
encontrada, utilizando técnicas de PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) e de sequenciamento;

Detectar a similaridade genética dos isolados de K.
pneumoniae através da técnica de PFGE (Pulsed field gel
electrophoresis);

Descrever as caracteristicas clinicas de 54 pacientes,
verificando as condigbes clinicas que podem aumentar os
riscos para aquisicdo de infecgdo e/ou mortalidade por K.

pneumoniae produtora de KPC.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AGENTE ETIOLOGICO

A familia Enterobacteriaceae, uma das mais importantes familias
bacterianas, compreende a espécie amplamente conhecida Escherichia coli estirpe
K12 e muitos patdbgenos humanos e de animais. Com relacdo ao homem, esses
patégenos sédo importantes agentes de infecgdo hospitalar e, sem duvida, constituem
a principal causa de infec¢do intestinal. As enterobactérias sao bacilos gram-
negativos cujas células apresentam membrana citoplasmatica, espago periplasmico,
peptideoglicano ou mureina e membrana externa (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O género Klebsiella faz parte desta familia e possui duas
principais espécies, K. oxytoca e K. pneumoniae, esta ultima com trés subespécies
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Tal nome foi dado em homenagem ao
microbiologista alemado Edwin Klebs. Inicialmente, as trés subespécies de K.
pneumoniae eram classificadas como trés espécies distintas. Posteriormente, com a
introdugcdo de métodos de hibridizagdo do acido desoxirribonucléico (DNA), ficou
demonstrado que essas espécies bacterianas possuiam sequéncias de DNA
homologas, permitindo agrupa-las em uma unica espécie de K. pneumoniae e
subclassifica-las em trés subespécies: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K.
pneumoniae subsp. ozaenae e K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis (GRIMON;
GRIMON, 2005). Outras espécies do género Klebsiella, tais como: K. planticola, K.
terrigena, K. ornithinolytica, K. singaporensis e K. variicola foram posteriormente
descritas (MARTINEZ et al., 2004; ROSENBLUETH et al., 2004). Estas espécies
possuem pouca importancia clinica e sdo, geralmente, isoladas de amostras do meio
ambiente, como: solo, agua e vegetais (PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

A espécie mais isolada deste género é K. pneumoniae, de grande
importancia em microbiologia clinica. Pode ser encontrada nas fezes de individuos
normais e, em menor frequéncia, na nasofaringe. E uma bactéria com relevancia
crescente nas infecgbes hospitalares e, na condigdo de patdogeno oportunista,
frequentemente causa infecgbes em pacientes imunocomprometidos. Esta também
presente em ambientes hospitalares como pisos, pias, desinfetantes e equipamentos

inalatorios, em propor¢cdes que levam a colonizagdo de pacientes, a qual é
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proporcional ao tempo de hospitalizacdo (HOBSON; BONTEN; JARVIS, 1996). Num
estudo realizado por Kramer et al (2006), avaliou-se o tempo que um patégeno
hospitalar persiste em superficies inanimadas e verificaram que Klebsiella spp. foi
capaz de sobreviver em ambiente hospitalar por mais de 30 meses. Cotton et al
(2000) relataram um surto ocorrido em unidade neonatal por uma cepa de K.
pneumoniae produtora de ESBL, cujo vetor eram baratas. Os microrganismos da
espécie K. pneumoniae sao caracterizados como invasores, capacidade que lhes é
conferida pela presenca de capsula, a qual & essencial para sua viruléncia e
composta de uma camada espessa de polissacarideo, responsavel pelo aspecto
brilhante e mucdide das colénias em agar (BRISSE; JEANJEAN; GRIMONT, 2004).
O polissacarideo capsular confere resisténcia a fagocitose e impede a morte da
bactéria pelo sistema complemento, através da inibicdo da ativagcdo do componente
C3b do mesmo (WILLIAMS; TOMAS, 1990).

A facilidade para colonizar mucosas privilegia K. pneumoniae como
patégeno oportunista. Infecgbes por este agente comprometem, principalmente, o
trato urinario e o trato respiratério, levando a bacteremia grave e a pneumonia
aspirativa, com altas taxas de morbidade e mortalidade. Entre a variedade de
infecgbes extrapulmonares associadas a K. pneumoniae, a infec¢ao urinaria, tanto
em criangas quanto em adultos, € a mais prevalente. K. pneumoniae também pode
causar meningite, endocardite, infeccbes dos tecidos moles, feridas cuténeas e
enterite. No ambiente hospitalar, as taxas de colonizacdo por K. pneumoniae
aumentam em razdo direta ao tempo de internagcdo do paciente. Sao relatados
percentuais de isolamento deste microrganismo de até 77% nas fezes, 19% na
orofaringe e 42% nas maos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). No Brasil, as taxas de
infeccbes causadas por este microorganismo sdo maiores do que as encontradas
em diferentes partes do mundo. Em estudo realizado pelo programa MYSTIC
(Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection) Brasil em 2003, K.
pneumoniae foi o 3° bacilo gram negativo mais frequentemente isolado em hospitais
brasileiros (16,9%). De acordo com estudos de Kiffer et al. (2005), K. pneumoniae foi
responsavel por 17,2% das infecgdes da corrente sanguinea relacionadas a catéter;
12% do trato respiratério; trato urinario, 18,6% e infecgbes de pele e tecidos moles,
11,5%.

Com a aquisicdo de mecanismos de resisténcia a novos

antimicrobianos, este microrganismo tem alcancado notoriedade como patdgeno
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hospitalar responsavel por diversos surtos, principalmente em unidades de alto risco,
como de terapia intensiva e neonatal (BEN-HAMOUDA; FOULON; BEN-MAHREZ,
2004; BAGATTINI et al., 2006).

3.2 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

O reconhecimento de que microrganismos sao capazes de resistir a
agentes fisicos e quimicos data do inicio da era antimicrobiana. Constatou-se, entéo,
que isto podia ser uma caracteristica natural das espécies bacterianas, ou ser
adquirida por organismos individuais em uma populagéo sensivel. Esse fenbmeno é
visto de forma mais dramatica no ambiente hospitalar, com o surgimento dos
microrganismos multirresistentes, mas também tem sido notado em bactérias na
comunidade, pela pressao seletiva determinada pelo uso clinico de antimicrobianos,
tanto humano como veterinario, pelo seu uso comercial para engorda de animais e
no seu uso industrial como conservantes de alimentos. Outras praticas incorretas
tém contribuido para este explosivo aumento de resisténcia, tais como mistura de
antibidticos com outras drogas, auséncia de programas de controle de infeccdo em
muitos hospitais, automedicacéo, uso de antibiéticos sem esclarecimento do agente
etiolégico e seu perfil de sensibilidade, e auséncia de regulamentacdo para ensaios
clinicos com novas formulag¢des (RIBEIRO FILHO, 2000).

O elevado indice de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é o
melhor exemplo da rapida adaptagdo da bactéria a um novo ecossistema. A
habilidade da bactéria em ampliar seu nicho ecoldgico, também na presenca de
determinados antibiéticos, pode explicar a aquisicdo de genes por transferéncia de
material genético através de conjugacgdo, transformacao e transdugdo e/ou pelo
acumulo de mutagbes pontuais, levando a modificacdes de genes existentes
(SUNDSTROM, 1998; CARATOLLI, 2001).

Os problemas relacionados a bactérias patogénicas parecem ocorrer
em ciclos: enquanto uma década pode enfrentar problemas com agentes gram-
positivos, a proxima deve enfrentar novas ameacas de bactérias gram-negativas.
Esta é a situagéo atual. Os microrganismos gram-negativos ambientais e entéricos

(ex: K. pneumoniae, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
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baumannii, E. coli) atualmente ameagam pacientes em hospitais e comunidades com
multirresisténcia a drogas antimicrobianas (LEVY, 2005).

Esse assunto permanece uma preocupagcdo de saude publica
crescente, com o temor de que, rapidamente, acabardo os antibidticos eficazes. Na
realidade, esse panorama €& mais heterogéneo, com uma melhora no que diz
respeito a alguns patdégenos, mas uma piora em relacdo a outros. No caso das
enterobactérias, a disseminacdo de ESBL, AmpC e resisténcia a quinolonas esta
forcando o aumento da confianga nos antibiodticos carbapenémicos, acumulando,
assim, resisténcia via disseminagdo de carbapenemases, entre outros mecanismos
(LIVERMORE, 2009).

Entre os principais mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos
pode-se destacar: 1) degradacdo do antibidtico por meio de enzimas hidrolisadoras
da droga, como carbapenemases do tipo serina e metalo-B-lactamases; Il) limitacao
do acesso intracelular da droga através de sua membrana externa, por meio da
impermeabilidade ao antibiético associada a uma producao de enzimas AmpC e/ou
ESBL; Ill) protegdo dos alvos da droga por meio de alteragcbes nas proteinas
ligadoras de penicilinas (PBP) (DAVIN-REGLI et al, 2008).

3.2.1 Producao de B-lactamases

No que diz respeito a resisténcia mediada por enzimas, as f3-
lactamases tém importancia primordial. Estas sdo enzimas bacterianas que
protegem os microrganismos contra a acéo de antimicrobiano$ -lactdmicos, como
penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos, clivando os fnéis -lactamicos,
tornando-os drogas inertes. De acordo com a classificagcdo de Ambler, baseada na
identificacdo da sequéncia de aminoacidos, as (-lactamases podem ser divididas em
quatro diferentes classes moleculares, A, B, C e D. As classes A, C e D usam
residuos de serina na atividade catalitica para a inativagado das drogas, ja a classe
molecular B sdo metalo-enzimas, que requerem zinco como cofator para sua agao
catalitica (RASMUSSEN; HOIBY, 2007). Em 2010, Bush e Jacoby atualizaram sua
prévia classificacao das B-lactamases, resultando na distribuicdo esquematica da

tabela 1.
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A B-lactamase TEM-1, a enzima mais comumente encontrada em
bactérias Gram-negativas, foi detectada inicialmente em Atenas, em 1963. O termo
TEM deriva de “Temoniera”, nome da paciente de cujo material clinico, uma
hemocultura, foi isolada a primeira cepa de E. coli produtora desta enzima. TEM-2, a
primeira derivada de TEM-1, apresenta um unico aminoacido substituido na
molécula da B-lactamase original (HERITAGE et al., 1999; BRADFORD, 2001).

Outra B-lactamase comumente encontrada em K. pneumoniae é a
enzima SHV-1 Seu primeiro relato ocorreu em 1972 e foi assim denominada pela
caracteristica quimica de apresentar variagdes na ligacdo ao seu grupo sulfidrila
(MEDEIRQOS, 1995).

Tais p-lactamases, chamadas primordiais, tém a capacidade de

hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de 12 geragao.

Tabela 1 - Esquema de classificacdo para B-lactamases bacterianas, de acordo
com as definicbes de Bush e Jacoby (2010)

Grupo Grupo Inibigao por
Bush- Classe o .
Bush- Jacoby molecular Caracteristicas Enzimas
: Substrato(s) ini i
Jacoby Medeiros (subclasse) s EDTA definidoras representativas
(2010) (1995) distintivo(s) AC/TZB

Maior hidrélise de E. coli AmpC, P99,

cefalosporinas em ACT-1. CMY-2
1 1 c Cefalosporinas Nao relacio a ' '

Néo benzilpenicilina; FOX-1, MIR-1
hidrolisa cefamicinas
Hidrélise aumentada
de ceftazidima e GC1. CMY-37
1e NI C Cefalosporinas ~ Nao frequentemente '
Nao -
outros oximino-3-
lactamicos
Maior hidrélise de
2a 2a A Penicilinas , Nao  penzlpenicilina em PC1
Sim relagéo a
cefalosporinas
Penicilinas, Hidrolise similar de TEM-1, TEM-2,
2b 2b A cefalosporinas Sim N&o benzilpenicilina e SHV-1
primordiais cefalosporinas
Hidrolise aumentada TEM-3. SHV-2
de oximino-B- ' ’
Cefalosporinas de lactamicos CTX-M-15,
2be 2be A amplo espectro, Sim Nao (cefotaxima, PER-1, VEB-1
A ceftazidima,
monobactamicos ceftriaxone,
cefepime, aztreonam)
2br 2br A Penicilinas N&o Nao Resisténcia ao acido TEM-30, SHV-10

clavulanico,
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sulbactam e
tazobactam

2ber

NI

Cefalosporinas de
amplo espectro,

monobactamicos

Nao

Hidrélise aumentada
de oximino-B-
lactamicos
combinada a
resisténcia ao acido
clavulanico,
sulbactam e
tazobactam

TEM-50

2c

2c

Carbenicilina

Sim

Hidrélise aumentada

de carbenicilina

PSE-1, CARB-3

2d

2d

Cloxacilina

Variavel

Hidroélise aumentada
de cloxacilina ou

oxacilina

OXA-1, OXA-10

2de

NI

Cefalosporinas de

amplo espectro

Variavel

Hidrolisa cloxacilina
ou oxacilina e

oximino-B-lactdmicos

OXA-11, OXA-15

2df

NI

Carbapenémicos

Variavel

Hidrolisa cloxacilina
ou oxacilina e

carbapenémicos

OXA-23, OXA-48

2e

2e

Cefalosporinas de

amplo espectro

Sim

Hidrolisa
cefalosporinas.
Inibi¢cdo por &cido
clavulanico mas néao

por aztreonam

CepA

2f

2f

Carbapenémicos

Variavel

Hidroélise aumentada
de carbapenémicos,
oximino-B-lactamicos,

cefamicinas

KPC-2, IMI-1,
SME-1

3a

B(B1)

B(B3)

Carbapenémicos

Sim

Hidrélise de amplo
espectro incluindo
carbapenémicos mas

ndo monobactamicos

IMP-1, VIM-1,
CcrA, IND-1

L1, CAU-1, GOB-
1, FEZA1

3b

B (B2)

Carbapenémicos

Sim

Hidrolise preferencial

de carbapenémicos

CphA, Sfh-1

3.2.1.1

ESBL

Em Kilebsiella spp., as ESBL desempenham importante papel na

resisténcia a antimicrobianos. ESBL sdo enzimas capazes de hidrolisar todos os

antimicrobianos B-lactdmicos, com excec¢ado das cefamicinas (cefoxitina e cefotetan)
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e de carbapenémicos (ertapenem, imipenem e meropenem). Tém como
caracteristica fenotipica importante o fato de permanecem sensiveis a agdo de
inibidores de B-lactamases como sulbactam e acido clavulanico, descritos na década
de 70, e tazobactam, descrito na década de 80. Esses inibidores formam um
complexo proteico com a [B-lactamase, bloqueando, desta maneira, a atividade
hidrolitica dessas enzimas (WILLIAMS, 1997). As espécies produtoras de ESBL
podem sobreviver por longos periodos de tempo em hospitais, com frequéncia
ocasionando surtos (THOMSON; PREVAN; SANDERS, 1996; BRADFORD, 2001).

O primeiro relato de ESBL data de 1983, a partir de trés isolados de
K. pneumoniae e um de Serratia marcescens, no oeste da Alemanha, que
demonstraram resisténcia a cefotaxima e as demais novas cefalosporinas de terceira
geragdo. Esta nova B-lactamase plasmidial chamada SHV-2, derivou de uma
mutacao de SHV-1 (KNOTHE, 1983). Apoés 15 anos da descoberta de SHV-2, esta
enzima foi detectada em todos os continentes (PATERSON et al., 2003). ESBL do
tipo SHV tém sido a causa de surtos, ndo s6 por Enterobacteriaceae, mas também
por Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. (POIREL et al., 2004; HUANG et
al., 2004).

A primeira ESBL da familia TEM descrita foi a TEM-3, relatada em
1987, sendo a primeira a manifestar o fenétipo ESBL. Desde entado, foi observado
aumento rapido no numero e nas variantes de espectro ampliado do tipo TEM. A
substituicdo de aminoacidos na enzima TEM ocorre em numero limitado de
posicbes. A combinacdo na mudanca destes aminoacidos resulta em varias
alteragbes sutis do fendtipo ESBL, como a capacidade de hidrolisar oximino-
cefalosporinas, tais como ceftazidima e cefotaxima (HERITAGE et al., 1999;
BRADFORD, 2001; MACK; MACK, 2003). B-lactamases do tipo TEM sé&o
encontradas em todos os paises, predominantemente na América do Norte
(PATERSON; BONOMO, 2005).

Outro tipo de ESBL que tem sido amplamente distribuida no mundo,
nos dias atuais, é a CTX-M. A primeira descricdo da mesma se deu na Alemanha em
1989, por Bauernfeind et al. (1992), que relataram o isolamento de uma cepa de E.
coli resistente a cefotaxima, cuja ESBL ndo era TEM nem SHV, sendo entédo
designada CTX-M-1, devido a capacidade de hidrolisar cefotaxima.
Concomitantemente, grande disseminacdo de cepas de Salmonella resistentes a
cefotaxima foi relatada na América do Sul (BAUERNFEIND et al., 1992; POWER et
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al., 1999). As enzimas CTX-M sao subclassificadas em cinco grupos, de acordo com
a similaridade nas sequéncias de aminoacidos em: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-9 e CTX-M-25 (JACOBY; BUSH, 2009). As enzimas CTX-M estéo fortemente
relacionadas com as B-lactamases de Kluyvera spp. e se originaram, provavelmente,
da transferéncia horizontal de genes e subsequente mutagdo dessa enzima em
diferentes espécies (BRADFORD et al., 1998; HUMENIUK et al., 2002). Estas
enzimas estao envolvidas em surtos de ESBL em hospitais, disseminadas entre
estados, paises ou até mesmo entre os continentes. O aparecimento e a
disseminagcdo dessas enzimas sao decorrentes da transmissdo de cepas
epidémicas, ou ainda por meio de elementos mdveis como sequéncias de insercao,
transposons e integrons (COQUE et al., 2002; BONNET, 2004).

O fato de enterobactérias produtoras de ESBL serem prevalentes
em infec¢des hospitalares & frequente. Porém, atualmente existem evidéncias de
sua emergéncia e disseminagcdo também na comunidade, sendo o trato urinario o
sitio clinico mais comumente acometido por infecgbes por bactérias portadoras
destes mecanismos de resisténcia (PATERSON, 2006). Atualmente, ESBL estao
disseminadas entre todas as enterobactérias de importancia clinica, sendo que ha
relatos da identificagcdo de mais de 196 diferentes ESBL do tipo TEM, 143 SHV e
124 CTX-M (http://www.lahey.org).

3.2.1.2 Amp C

A expressao de B-lactamases de tipo AmpC também tem tido
impacto clinico, uma vez que espécies intrinsecamente produtoras dessa enzima
apresentam alta resisténcia para a maioria dos antibidbicos -lactamicos, com
excecao das cefalosporinas de quarta geragédo, como cefepime, e carbapenémicos.
Essas enzimas, porém, tém contribuido com a sele¢cdo de mutantes resistentes ao
imipenem, os quais exibem fraca atividade hidrolitica combinada com uma delec¢éo
de porina do tipo OmpC ou OmpF, consideradas a principal via de ingresso deste
antibiético na célula bacteriana (THOMSON; SMITH-MOLAND, 2000, THOMSON,;
BONOMO, 2005; PAVEZ, 2009).

Estas enzimas podem ser produzidas por genes de localizagéo
cromossdmica ou plasmidial (PEREZ-PEREZ; HANSON, 2002, NORDMANN;

MAMMERI, 2007). Dentre as bactérias produtoras de AmpC cromossOmica estado
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Morganella morganii., S. marcescens., Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, E.
aerogenes, E. cloacae, P. aeruginosa, Aeromonas hidrophyla, Hafnia alvei. (ROSSI,;
ANDREAZZI, 2005.) Os genes AmpC plasmidiais (pAmpC) sao derivados dos genes
cromossémicos e estdo normalmente localizados em integrons de classe |
(TOLEMAN; BENNET; WALSH, 2006). Estes genes se disseminam facilmente
através de transmisséo horizontal (GAZOULI et al., 1998), e cepas produtoras de
AmpC plasmidial s&o normalmente multirresistentes e encontram-se disseminadas
nao somente dentro do ambiente hospitalar, mas também na comunidade (GRAY et
al., 2004; MIGLIAVACCA et al., 2007; HANSON et al., 2008).

3.2.2 Carbapenemases

Os carbapenémicos atualmente representam as drogas de escolha
para o tratamento de infecgdes graves por isolados multirresistentes, principalmente
quando se trata de espécies de bactérias gram-negativas que produzem ESBL e/ou
apresentam producédo aumentada da B-lactamase Amp-C. Entretanto, a resisténcia
aos carbapenémicos tem sido acentuadamente detectada, sendo principalmente
associada a agao de enzimas do tipo carbapenemase (PEIRANO et al., 2009).

As carbapenemases representam a familia mais versatil de [3-
lactamases, com uma amplitude de espectro incomparavel a outras enzimas que
hidrolisam os B-lactamicos (QUEENAN; BUSH, 2007). Estas enzimas conferem
resisténcia a maioria dos agentes B-lactdmicos e sdo comumente codificadas por
genes localizados em elementos genéticos moveis, como plasmidios, o que facilita a
transferéncia de mecanismos de resisténcia de um isolado para outro. Por essa
razao, isolados produtores de carbapenemases tém sido encontrados disseminados
entre pacientes. Todos esses pontos relevantes fazem das enterobactérias
produtoras de carbapenemases um importante problema no controle de infeccbes
em instituicdes de cuidados de saude (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009).

As carbapenemases sdo um grupo fenotipico de enzimas, uma
mistura heterogénea de [B-lactamases pertencentes as classes moleculares A de
Ambler (penicilinases), B (metaloenzimas) e D (oxacilinases). Essas enzimas tém a
propriedade comum de hidrolisar, ao menos parcialmente, imipenem ou meropenem,
além de hidrolisar outras penicilinas e cefalosporinas (BUSH; JACOBY, 2010). A

existéncia de enzimas capazes de inativar carbapenémicos pode limitar as opg¢des
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de tratamento. Resisténcia a carbapenémicos em enterobactérias tornou-se
emergente nos Uultimos anos, sendo as [-lactamases da classe A as mais
prevalentes entre as bactérias desta familia (RASMUSSEN; HOIBY, 2007).

Essas B-lactamases tém sido detectadas mais freqientemente em
K. pneumoniae, E. cloacae e S. marcescens, em isolados individuais ou em surtos.
As bactérias que expressam essas enzimas sdo caracterizadas pela reducéo da
susceptibilidade ao imipenem, entretanto, a concentrag&o inibitoria minima (CIM)
para este antimicrobiano pode apresentar-se como levemente ou completamente
aumentada. Essas p-lactamases, portanto, podem n&o ser reconhecidas
imediatamente em testes de susceptibilidade de rotina (QUEENAN; BUSH, 2007).

3.2.2.1 MBL

Enzimas pertencentes a classe B de Ambler denominadas metalo-3-
lactamases (MBL) foram descobertas ha mais de 40 anos em uma amostra de
Bacillus cereus. Possuem ions zinco no seu sitio ativo, e, consequentemente, sofrem
inibicdo por quelantes ibnicos, como o EDTA (acido etilenodiaminotetracético), mas
nao sdo bloqueadas por inibidores de B-lactamases como clavulanato, sulbactam e
tazobactam. Essas enzimas sdo as unicas da familia das B-lactamases nas quais a
atividade de carbapenemase €& a regra, porém, curiosamente, n&o hidrolisam
monobactamicos, como o aztreonam (BUSH, 1998).

As MBLs mais frequentemente detectadas em bacilos gram-
negativos sdo dos tipos IMP (Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), GIM
(German Imipenemase), SPM (Sdo Paulo metalo B-lactamase) e SIM (Seoul
Imipenemase). Recentemente foi identificado um novo tipo de MBL, denominada
NDM (New Delhi metalo B-lactamase) (KUMARASAMY et al., 2010). Essa nova MBL
foi descrita com caracteristicas semelhantes aquelas das enzimas IMP-1 e VIM-2.
Esta enzima foi inicialmente identificada em cepas do norte europeu originadas de
pacientes da india ou pacientes que viajaram a india para procedimentos médicos
(BUSH, FISHER, 2011).

As enzimas VIM e IMP se encontram disseminadas geograficamente
no mundo, principalmente entre as espécies de P. aeruginosa e membros da familia
Enterobacteriaceae (QUEENAN; BUSH, 2007). Na América do Sul, segundo estudos

do SENTRY Antimicrobial Surveillance Program, os isolados envolvendo MBL tém
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sido caracterizados pelo predominio de VIM e SPM (JONES et al., 2005; SADER et
al., 2005).

No Brasil, em abril de 2003 identificou-se a primeira metalo [-
lactamase produzida por K. pneumoniae, sendo a primeira descricdo de diversos
isolados que apresentaram um padrao de resisténcia similar, mostrando, dessa
forma, o surgimento de novos determinantes de resisténcia em hospitais brasileiros
(LINCOPAN et al., 2005; LINCOPAN et al, 2006, PEIRANO et al, 2009; PAVEZ et al,
2009; ZAVASCKI et al, 2009).

MBL continuam a se disseminar pelo ambiente clinico, com surtos
de patégenos produtores de VIM e IMP sendo reportados pela Europa e regigo Asia-
Pacifico. A MBL SPM-1, que anteriormente era restrita ao Brasil, agora chegou a
Europa, quando um paciente da Suica inicialmente tratado no Brasil foi identificado
com um isolado de P. aeruginosa produtor de SPM-1 (BUSH, FISHER, 2011).

3.2.22 OXA

As oxacilinases sdo enzimas pertencentes a classe molecular D e
estdo inclusas no grupo 2d da classificacdo de Bush. Duzentas e trinta e duas
oxacilinases foram descritas até o momento (http://www.lahey.org). Muitas delas
sdo derivadas da OXA-2, OXA-3 e OXA-10 e sao produzidas principalmente por P.
aeruginosa e A. baumannii. A arvore filogenética das [-lactamases tipo OXA
apresenta pelo menos cinco grupos com base na sequéncia de aminoacidos (BOU,;
OLIVER; MARTINEZ-BELTRAN, 2000). As enzimas OXA tém mais de 50% de
atividade hidrolitica contra cloxacilina ou oxacilina comparada aquela contra
benzilpenicilina e variavel perfil de inibicdo por inibidores de [-lactamase
(RASMUSSEN; HOIBY, 2006). Em K. pneumoniae, encontrou-se a [B-lactamase
OXA-48, e surtos desta tém sido descritos na Turquia € Reino Unido. A descricao
de isolados produzindo esta enzima tem ocorrido, também, no Libano, Bélgica,

Tunisia, Israel, Marrocos, Argentina e india (CUZON et al, 2011).
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3.22.3 KPC

As mais frequentes carbapenemases da classe A em K. pneumoniae
sdo as enzimas KPC, sendo que, até o momento, foram descritos 12 subtipos desta
enzima. As KPC séo enquadradas na classificagdo 2f de Bush, mesmo apés a
atualizacao funcional da mesma (BUSH, JACOBY, 2010). Os genes codificadores de
KPC-1 e KPC-2 foram considerados iguais. Os perfis hidroliticos de KPC-2 e KPC-3
sdo geralmente similares, tendo alta afinidade tanto por meropenem quanto por
imipenem. A KPC-3, no entanto, manifesta um aumento na hidrélise de ceftazidima
(PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009). Nichos ambientais incomuns tém sido
considerados fontes para as novas enzimas hidrolisadoras de B-lactamicos. Pelo
menos trés isolados de Pseudomonas fluorescens produziram uma carbapenemase
unica da classe A/grupo 2f denominada BIC-1, uma enzima que apresenta 68% e
59% de identidade de aminoacidos com as serino-carbapenemases SFC-1 de
Serratia fonticola e KPC-2, respectivamente (BUSH, FISHER, 2011).

Enzimas do tipo KPC sao codificadas por plasmideos, caracteristica
que as difere daquelas codificadas em cromossomos, como SME e NMC/IMI
(KANTOPOULOU; PROTONOTARIOU; VASILAKQOS, 2010).

O primeiro microrganismo produtor de KPC descrito foi um isolado
de K. pneumoniae nos EUA (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009). Apesar do fato
da sigla KPC se referir a espécie na qual a enzima KPC-1 foi originalmente
identificada (K. pneumoniae), membros desse grupo de carbapenemases tém sido
encontrados também em varias outras enterobactérias e bacilos gram-negativos
nao-fermentadores, como Acinetobacter spp e Pseudomonas aeruginosa
(RASMUSSEN; HOIBY, 2007; ROBLEDO et al, 2010; WOLTER et al, 2009).

O perfil de susceptibilidade de isolados produtores de KPC pode
variar, mas estudos recentes tém mostrado que, quando a enzima codificada pelo
gene blayy. € transferida a uma E. coli susceptivel, a enzima pode conferir resisténcia
a todos os agentes B-lactdmicos. Isso inclui penicilinas, como ampicilina e
piperacilina; cefalosporinas, como cefalotina, cefotetan, ceftriaxona, ceftazidima e
cefepime; e o monobactédmico aztreonam. A enzima KPC também pode conferir
resisténcia a todos os carbapenémicos: meropenem, imipenem, ertapenem e
doripenem (MUSHTAQ; GE; LIVERMORE, 2004). Inibidores de B-lactamases,

especialmente acido clavulanico, tém alguma atividade sobre KPC, mas essa
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atividade € pouco eficiente em isolados produtores de KPC resistentes a todos os -
lactamicos e inibidores de B-lactamases, incluindo ampicilina-sulbactam, amoxicilina-
acido clavulanico e piperacilina-tazobactam (MIRIAGOU et al, 2003; VILLEGAS et al,
2006).

E possivel listar fatores de risco associados a aquisicdo de KPC,
como: hospitalizacdo prolongada, internacédo em UTI, submissdo a procedimentos
invasivos, imunossupressado e uso de multiplos agentes antimicrobianos antes de
uma cultura que especifique o agente e seu perfil de susceptibilidade (NORDMANN;
CUZON; NAAS, 2009). Um estudo realizado por Bratu et al (2005), mostrou que
somente 12 de 58 pacientes com infecgcdo por K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos tiveram terapia prévia com estes antimicrobianos, enquanto que
todos estes pacientes ja haviam recebido um outro antibiético B-lactdmico ou uma
fluoroquinolona. Também, em estudo de 2009, Gasink et al. demonstraram que a
severidade da doenca, o uso prévio de fluoroquinolonas e de cefalosporinas de
amplo espectro seriam fatores de risco para o isolamento de K. pneumoniae
produtora de KPC. Patel et al (2011), reforcam que exposicbes constantes e
cumulativas a antimicrobianos, com o tempo, podem vir a desequilibrar a microbiota
natural do hospedeiro, e, dessa forma, expdr os pacientes a um maior risco de
colonizagdo por uma bactéria resistente. Ja em estudo relacionado ao risco de
mortalidade por KPC, observou-se que idade avancada e o score de APACHE II
(Acute Physiology and Chronic Health Disease Classification System Il) no momento
de admissao e de determinacéo de infecgéo, associados a sepse severa ou choque
séptico, seriam os melhores indicadores de taxa de mortalidade por infecgéo
(ZARKOTOU et al., 2011).

Os genes blakpc tém sido identificados em muitos plasmideos, de
tamanho e estrutura diferentes. Esses plasmidios geralmente transportam também
determinantes de resisténcia a aminoglicosideos, e tém sido associados com genes
de outras B-lactamases, como de ESBL (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009). O
gene em questéao é identificado com frequéncia dentro de um transposon do tipo Tn3
de 10Kb, o Tn4401. Este possui uma transposase (tnpA) e uma resolvase (tnpR) e
duas sequéncias de inser¢céo ndo relacionadas, ISKpn6 e ISKpn7. Este transposon
pode ser a origem do gene de disseminacdo. Esta estrutura tem sido identificada em
isolados de K. pneumoniae na Franga, de pacientes transferidos de hospitais da

Grécia e EUA. Estruturas semelhantes, porém nao idénticas ao Th4401 tém sido
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também identificadas em isolados franceses de origem colombiana (NAAS et al.,,
2008).

3.2.3 Alteragao das PBPs

As PBP (proteinas ligadoras de penicilina) sao sitios-alvo para
atividade dos antibidticos B -lactdmicos. Resisténcia aos carbapenémicos,
relacionada com a alteracdo de PBPs, tem sido escassamente relatada em
enterobactérias, sendo descrita apenas em Proteus mirabilis, conferindo-lhe uma
sensibilidade reduzida ao imipenem (NEUWIRTH et al., 1995).

3.2.4 Alteragao dos Canais de Porinas

Embora incomum, K. pneumoniae sem atividade eficiente de
carbapenemase pode ainda alcancar resisténcia a carbapenémicos (LANDMAN;
BRATU; QUALE, 2009). As proteinas de membrana externa (OMP) dos
microrganismos gram-negativos, também chamadas de porinas, sdo capazes de
formar canais constituidos de agua no seu interior, que permitem a difusdo de
solutos hidrofilicos através da membrana externa e a extrusdo de produtos nao
utilizados pela célula bacteriana (NIKAIDO, 1994). A perda ou a diminuigdo da
expressdo dos genes que codificam as OMP causa a redugcdo da entrada de
antibioticos na célula, diminuindo a concentragéo interna do antimicrobiano, o que
pode conferir resisténcia aos B-lactamicos (QUINN et al., 1988).

Doumith et al (2009), em seu trabalho sobre o papel da expresséo
das porinas na resisténcia ao ertapenem em enterobactérias, descreveram que essa
mudanc¢a no perfil de sensibilidade pode ocorrer devido a perda de porinas ou a
diminuicdo da atividade das mesmas. Segundo estudo de Yigit et al. (2001),
examinando canais de porina de uma cepa de K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos, demonstrou-se que a cepa nao apresentava niveis detectaveis de
OmpK35 e OmpK37, apesar de apresentar OmpK36. Com isso, concluiu-se que esta
alteracao na expressao de porinas pode estar desempenhando um importante papel

na resisténcia a carbapenémicos.
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3.2.5 Sistema de Efluxo

A hiperexpressao de sistemas de efluxo, que leva a reducédo da
concentragédo de antimicrobiano no interior das células, é outro mecanismo de
resisténcia aos B-lactamicos (LIVERMORE, 2001). Os genes que codificam as
bombas de efluxo s&do constituintes normais do genoma bacteriano e, portanto,
fornecem para o microrganismo o potencial intrinseco de desenvolver um fenétipo de
resisténcia aos B-lactamicos sem a aquisicdo de novos genes (HASDEMIR et al.,
2004). Diversos sistemas de bombas de efluxo tém sido descritos em bacilos gram-
negativos, principalmente em P. aeruginosa (RODLOFF; GOLDSTEIN; TORRES,
2006). Porém, em enterobactérias, nenhum sistema de efluxo descrito parece

contribuir para a resisténcia a B-lactamicos (OGAWA et al., 2006).

3.3 EPIDEMIOLOGIA DE KPC

A primeira descricado de um isolado produtor de KPC foi a partir de
uma cepa de K. pneumoniae na Carolina do Norte, EUA, identificado em 1996 e
relatado em conjunto com os demais isolados subsequentes, em 2001, como
publicacdo dos dados obtidos por meio do projeto ICARE (Intensive Care
Antimicrobial Resistance Epidemiology) (YIGIT et al., 2001). Este isolado se
apresentou resistente a todos os B-lactdmicos, mas a CIM para carbapenémicos foi
significativamente diminuida ap6s a adicdo de acido clavulanico, um inibidor de [3-
lactamase (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009).

Um estudo de prevaléncia no Brooklyn, Nova lorque, foi realizado
ap6s o aparecimento de um isolado de E. cloacae produtor de KPC-3, entre
amostras retrospectivas de Enterobacter spp. isoladas entre 2001 e 2003. Este foi o
primeiro relato de uma carbapenemase em E. aerogenes e E. cloacae,
transportando o gene blakpcs (BRATU et al., 2005).

Hoje, microrganismos produtores de KPC s&o regularmente isolados
em muitas instituicbes de cuidado a saude da cidade de Nova lorque e em outros
locais dos EUA, e varios outros paises (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009).

O primeiro aparecimento de K. pneumoniae produtora de KPC (KPC-
3) fora dos EUA foi em lIsrael. Esta cepa foi geneticamente relacionada aquelas

relatadas nos EUA, sugerindo transferéncia de cepas entre os pacientes de Israel e
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EUA. Em lIsrael, K. pneumoniae estdo sendo frequentemente identificadas e os
relatos de Enterobacter spp. € E. coli produtores de KPC-2 estdo aumentando
(NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009).

Na Franga, existem relatos de isolados de K. pneumoniae e
E.cloacae produtores de KPC (DORTET et al., 2008; NAAS et al., 2005). Em 2011,
Potron et al. descreveram a presencga de E. coli produtora de KPC nesse pais.

Wendt et al (2010) relataram o primeiro surto por K. pneumoniae
produtora de KPC, na Alemanha. Na China, a enzima KPC tem sido amplamente
identificada ndo s6 em K. pneumoniae, mas também em C. freundii, E. coli e S.
marcescens (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009). Na cidade de Hangzhou foi
relatado o aparecimento de K. pneumoniae e S. marcescens, ambas produtoras de
KPC-2, porém provenientes de hospitais diferentes (CAl et al., 2008). Cuzon et al.
(2008) e Tsakris et al. (2008) descreveram que a Grécia pode ser outro pais com
epidemia de bactérias produtoras de KPC.

Woodford et al. (2008) caracterizaram o primeiro isolado de K.
pneumoniae produzindo KPC no Reino Unido. O primeiro isolado foi em 2007, na
admissdo de um idoso em um hospital escocés, a partir de uma hemocultura. Ele
nao tinha historia de viagem ao exterior nos ultimos seis anos, mas anteriormente
tinha sido hospitalizado em outros locais na Escocia. O segundo isolado foi em
Londres, em 2008, a partir de uma amostra de urina de um paciente idoso,
transplantado renal. Sua histéria inclui passagem por um hospital de Israel, um més
antes do isolamento de tal bactéria, para o tratamento de pielonefrite. Ambos os
isolados de K. pneumoniae foram encaminhados para laboratério de referéncia para
confirmacgéo de resisténcia a carbapenémicos. Apds analise por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) e eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE), revelou-se
que ambos os isolados representavam a mesma cepa, porém sem discernimento
epidemiolégico. E comparando com um banco de dados, percebeu-se grande
parentesco (85% de similaridade de bandas) com um isolado recebido em 2007 de
um surto no hospital Bnei Brak, em lIsrael. Isolados carreadores do gene blakpc
também foram identificados na Noruega e Suécia (SAMUELSEN et al., 2009).

Um clone particular de KPC, denominado ST (sequence type) 258,
esta se disseminando rapidamente a nivel internacional. Na Bélgica, Bogaerts et al

(2009) descreveram os 3 primeiros casos de K. pneumoniae ST258 produtora de
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KPC-2 detectados no pais, apds transferéncia de pacientes provenientes de
hospitais da Grécia.

Na Espanha, Curiao et al (2010) descreveram os primeiros genes
blakpcs associados com clones multirresistentes endémicos de K. pneumoniae no
pais. Recentemente foram detectados 3 isolados clinicos produtores de KPC de
Citrobacter freundii no mesmo pais, clonalmente relacionados (GOMEZ-GIL, 2010).

O CDC (Centers for Disease Control and Prevention) criou um banco
de dados de padrdes de PFGE de K. pneumoniae produtora de KPC. Isolados com
padrdes similares tém sido identificados em muitos estados do nordeste dos EUA,
mas também no Arizona e Novo México (KITCHEL et al., 2008). A similaridade
desses isolados esta em contraste com os padrdes, tais como os da Virginia,
Missouri e Michigan central, os quais demonstram padroes de PFGE nao-
relacionados. N&o esta esclarecido se os isolados relacionados em diferentes
localizagbes geograficas indicam transmissdo de um isolado de K. pneumoniae
produtora de KPC, ou se ha uma cepa de K. pneumoniae que é mais susceptivel a
adquirir o mecanismo de resisténcia. Como mencionado anteriormente, também ha
evidéncia de isolados relacionados de K. pneumoniae produtora de KPC nos EUA e
Israel (NAVON-VENEZIA et al., 2007). Tais achados destacam a necessidade de
uma deteccdo laboratorial precisa e implementacdo de medidas apropriadas de
controle de infecgbes (SIEGEL et al., 2007).

Um trabalho recente de Porto Rico realizado em varios hospitais
mostra a disseminacdo da enzima KPC entre varias espécies: E. coli, K.
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii (ROBLEDO;
AQUINO; VAZQUEZ, 2011).

Na América do Sul, grande disseminagcdo de KPC foi inicialmente
relatada em K. pneumoniae em 2006, e subsequentemente em varias outras
espécies de enterobactérias de hospitais da Coldémbia (VILLEGAS et al., 2006;
KATTAN et al.,, 2007). A enzima KPC também tem sido identificada em P.
aeruginosa, na Coldbmbia, mostrando o aparecimento desse determinante de
resisténcia em espécies nao-enterobactérias (VILLEGAS et al., 2007). Outros paises
da América do Sul (Brasil, Argentina) tém relatado identificacdo de bactérias
produtoras de KPC (PEIRANO et al., 2009; PASTERAN et al., 2008).

No Brasil, ocorreram relatos concomitantes de isolamento de KPC-2,

em diferentes estados, a partir de isolados clinicos de K. pneumoniae, realizados por
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Peirano et al. (2009) e Monteiro et al. (2009). Os primeiros autores fazem parte do
laboratério de Enterobactérias (LGB), do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, que
recebem rotineiramente, isolados clinicos bacterianos de hospitais que pertencem a
rede de vigilancia de infec¢cdes nosocomiais por bactérias resistentes, a Bacterial
Nosocomial Infection Resistance Surveillance. lIsolados de K. pneumoniae que
apresentaram reduzida susceptibilidade ou resisténcia a carbapenémicos,
cefalosporinas de largo espectro e outros antimicrobianos sédo enviados para esse
laboratorio. Dois hospitais do Rio de Janeiro enviaram ao LGB amostras de bactérias
para determinacdo de mecanismo de resisténcia subjacente. Neste estudo, foi
descrita a detecgéo de KPC-2 em seis isolados clinicos de K. pneumoniae, também
produtores de ESBL. Ja Monteiro et al. (2009), identificaram KPC-2 a partir de quatro
isolados distintos obtidos de pacientes internados na unidade de terapia intensiva
em um hospital terciario em Recife, entre setembro e novembro de 2006.

Da mesma forma, Zavascki et al. (2009) descreveram a identificagéo
de E.cloacae produtor de KPC, em dois pacientes em diferentes hospitais do Rio
Grande do Sul. O primeiro isolado ocorreu em novembro de 2007, a partir de
fragmento de tecido de pé amputado de uma paciente de 57 anos, diabética,
internada na UTI. O segundo caso ocorreu em outubro de 2008, onde foi isolado
E.cloacae da urina de uma paciente com cancer endometrial, apés 3 dias de
internagdo, que foi submetida a cirurgia e entdo evoluiu para choque abdominal e
séptico.

Pavez et al. (2009) descreveram que, devido aos varios relatos
concomitantes de isolados de K. pneumoniae e mais recentemente, E.cloacae
produtores de KPC em varias cidades brasileiras, existem evidéncias de que esta
enzima deve estar presente em hospitais brasileiros desde 2005.

Foi realizado por Carvalho-Assef et al (2010) o registro da primeira
E. coli produtora de KPC-2 no Brasil, e o perfil de macrorestricdo seguinte a
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) mostrou que os isolados eram
geneticamente n&o-relacionados. Isso demonstra a capacidade de disseminacéo de
tal mecanismo de resisténcia.

Relatos do SENTRY Antimicrobial Surveillance Program indicaram
que K. pneumoniae foi a espécie mais isolada dentre os produtores de
carbapenemase (51%) (CASTANHEIRA et al., 2007). Dados do programa MYSTIC

(Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection) apontam que entre
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isolados de Klebsiella spp, a resisténcia a carbapenémicos foi raramente observada
antes de 2003, mas apdés a emergéncia, as taxas de resisténcia rapidamente
aumentaram para 8% em 2007 (RHOMBERG; JONES, 2009).

No HU-UEL, a resisténcia aos carbapenémicos apresentava indices
de 1,17% e 2,6 % em 2007 e 2008, respectivamente, em K. pneumoniae. Porém,
essa resisténcia ocorria somente a ertapenem, devido mecanismos nao associados
a producao de enzimas do tipo carbapenemase, como a hiperproducdo da enzima
AMP-C e producdo de ESBL (CTX-M-2), ja despertando a atencado e vigilancia da
equipe clinica e laboratorial. Em 2009, foi detectada a produgédo de carbapenemase
entre os isolados clinicos de K. pneumoniae, sendo que 10,16% das cepas
apresentavam resisténcia aos carbapenémicos pela produ¢cdo de carbapenemase,
alcangando o indice de 55,6% em 2010, tornando-se uma preocupagéo constante
no hospital, em virtude de sua ocorréncia ja ser considerada endémica na instituicao
(Dados obtidos pelo sistema de exames do Hospital Universitario (LABHOS)).

No municipio de Londrina foi identificado o primeiro caso de K.
pneumoniae produtora da enzima KPC do Parana, que ocorreu no més de fevereiro
de 2009. Ocorreu entdo, um surto na UTI de adultos do HU-UEL, que durou até o
inicio do més de maio, culminando no fechamento desta unidade. Apdés as medidas
de intervencdo e controle de infecgdo serem adotadas, o surto parecia ter sido
controlado. Porém, casos esporadicos continuaram a ser detectados apds este
periodo até que, em julho de 2010, outro surto pela enzima KPC, agora com
envolvimento de diversas enterobactérias, como E. cloacae, E. aerogenes, S.
marcescens e E.coli, resultou no fechamento de diversas unidades do hospital
(VESPERO et al., 2009). Também, em 2010, foi identificada a enzima KPC em dois
isolados de P. aeruginosa (CARRARA-MARRONI et al., 2011).

Desta forma, o0 mecanismo de resisténcia envolvendo
carbapenemases, principalmente KPC, tem mostrado elevado potencial de
transferéncia intra e interespécies, o que é preocupante, considerando o fato desta
enzima conferir resisténcia ndo apenas ao carbapenémicos, mas a muitos beta-
lactamicos e a outras classes de antimicrobianos, reduzindo consideravelmente as
possibilidades de regimes terapéuticos eficazes, resultando em altas taxas de
mortalidade (VILLEGAS et al., 2006).

A real prevaléncia dos isolados produtores de KPC, principalmente

enterobactérias, € comprometida pela falha na detec¢cdo dos métodos de rotina nos
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laboratérios de microbiologia, que focam seus resultados apenas nas caracteristicas
fenotipicas. Estas caracteristicas podem induzir a produgcéo de resultados falsos
negativos, em razado de algumas cepas expressarem um grau muito baixo de
resisténcia ou pela associagdo a outros mecanismos. Além disso, suas
caracteristicas fenotipicas podem confundi-las com cepas produtoras de ESBL.
Testes automatizados podem exacerbar o erro, principalmente pela utilizacdo de
pequenas quantidades de in6éculos (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009).

A partir da constatagdo do aumento de casos nos hospitais de
Londrina, o Comité Municipal de Controle de Infeccdo em Servicos de Saude da
Londrina (CMCISSL) em conjunto com a CCIH do HU-UEL, elaborou uma norma
técnica para controle de microrganismos multirresistentes. Semelhantemente,
ocorreu a detecgdo de KPC em outros hospitais de varias partes do Brasil durante o
ano de 2010, o que acarretou grande preocupacdo das autoridades sanitarias,
levando a ANVISA a publicar uma norma técnica (NT 1/2010) com o mesmo
objetivo. Estas medidas aumentam os halos de sensibilidade e diminuem as CIM
para os carbapenémicos serem considerados sensiveis, no intuito de melhorar a
identificagéo de enterobactérias resistentes a esta classe de antimicrobiano.

A utilizagdo de técnicas moleculares permite uma caracterizagéo
especifica da enzima KPC, como as técnicas de PCR e focalizagao isoelétrica, no
entanto, ndo s&o utilizadas na rotina de laboratérios de microbiologia clinica
(LABOMBARDI, 2007).

Uma variedade de medidas de controle incluindo precaucbes de
contato, énfase na limpeza do meio ambiente, uso criterioso de antimicrobianos tém
sido propostas para minimizar o surgimento e a dispersao de cepas multirresistentes
(RAMADHAN; HEGEDUS, 2005; SHADEL, et al., 2006; SIEGEL et al., 2007).

O Management Multidrug-Resistant Organisms in Healthcare
Settings, publicado pelo CDC em 2007, € um documento que enfatiza a necessidade
da compreensdo de intervencbes relativas a medidas de controle, além de
envolvimento administrativo, com o objetivo de prevenir a emergéncia e transmissao
de microrganismos multirresistentes (SIEGEL et al., 2007).

Entre estas intervengbes pode-se destacar a educacéo da equipe
médica e de outros profissionais da area da saude, compreensdo de métodos de
vigilancia para microrganismos resistentes, aplicagdo de precaugdes padrdo no

cuidado aos pacientes, medidas de cuidados como limpeza e desinfeccdo do
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ambiente do paciente colonizado ou infectado, materiais n&o criticos de uso
exclusivo, aparelhos individuais, entre outros sistemas de comunicagdo, um
processo que assegure a adesao as recomendacdes do controle de infecgdo e o0 uso
racional de antimicrobianos (SIEGEL et al., 2007).

3.4 TRATAMENTO DE KPC

As carbapenemases do tipo KPC sdo capazes de hidrolisar os
carbapenémicos (opg¢ao terapéutica para tratamento de ESBL) e conferem
resisténcia a um amplo espectro de antibidticos. Dessa forma, o tratamento de
infeccdes causadas por patdgenos produtores dessa enzima é considerado um
desafio consideravel pelos médicos. O tratamento adequado para microrganismos
produtores de KPC ainda deve ser determinado, e poucos dados clinicos estédo
disponiveis para a conduta de recomendag¢des antimicrobianas (HIRSCH; TAM,
2010).

A utilizacdo de uma combinacdo de antibibticos para atingir a
eficacia pode ser necessaria. As combinagbes de antimicrobianos séo utilizadas
algumas vezes para prevenir ou adiar a emergéncia de subpopulagdes do
microrganismo em questdo. Além disso, utilizando um agente adicional, pode ser
possivel a redugcdo da dose de um antimicrobiano potencialmente toxico. Por outro
lado, administrar 2 antimicrobianos em alguns casos pode aumentar o risco de
toxicidade e custo do tratamento (PANKEY; ASHCRAFT, 2011).

Alguns antimicrobianos ainda sdo eficazes contra algumas cepas
produtoras de KPC. Porém, existem outros problemas envolvidos neste cenario. A
colistina € amplamente utilizada, mas apresenta nefrotoxicidade e eficacia duvidosa
em infecgbes pulmonares, embora pareca ser consistentemente efetiva em outros
tipos de infecgdo. Tigeciclina é recomendada apenas em casos de infec¢des intra-
abdominais e de pele e tecidos moles. Ndo é apropriada para infec¢des urinarias
devido aos baixos niveis que atinge neste sitio (LIVERMORE et al, 2011).

A fosfomicina € um antimicrobiano “antigo” que inibe a primeira
etapa da sintese de peptideoglicano e mostra potente agao bactericida contra muitos
patdgenos gram-negativos e gram-positivos. Esta droga apresenta baixa toxicidade,
e atinge niveis muito elevados no soro e urina. A fosfomicina também penetra

rapidamente em tecidos, uma propriedade altamente desejavel no tratamento de
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infecgdes graves. Infelizmente, a resisténcia se estabelece rapidamente quando a
fosfomicina é usada como monoterapia (ENDIMIANI et al., 2010).

Enquanto a estratégia ao combate as3 -lactamases ainda for
ofensiva, o panorama de uma monoterapia efetiva com um B-lactdmico é de baixa
probabilidade. A perspectiva para o futuro € de combinag¢des de inibidoresde -
lactamases que permitirdo estratégias de amplo espectro contra enzimas cada vez
mais evoluidas (BUSH; FISHER, 2011).
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ARTIGO1- MOLECULAR CHARACTERISATION AND EPIDEMIOLOGY OF
KPC-2-PRODUCING Klebsiella pneumoniae ISOLATES FROM A
UNIVERSITY HOSPITAL

Ana Carolina Polano Vivan', Juliana Ferraz Rosa?, Marsileni Pelisson®, Silvia

Figueiredo Costa?, Mariangela Hungria, Eliana Carolina Vespero®
ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)-producing K. pneumoniae (KPC-Kpn)
presents an increasing global challenge in infection control and treatment. The aim of
this study was to describe the clinical and microbiological aspects of KPC-Kpn
infections from 54 patients hospitalised at the University Hospital of Londrina State
University (HU-UEL) in Brazil. The strains were isolated from clinical specimens from
July 2009 to July 2010, and only one sample per patient was included. These strains
showed reduced susceptibility to at least one of the available carbapenems
(imipenem, meropenem, ertapenem). All isolates were phenotypically positive for
class A carbapenemase production, but negative for metallo-B-lactamase (MBL)
activity. PCR analysis using specific primers for blakpc and Multiplex PCR for MBL
genes demonstrated that all isolates carried the blakpc gene and that none of them
produced MBL genes. The amplicons were sequenced, confirming that all strains
belonged to the KPC-2 subtype. The isolates were tested for antimicrobial sensitivity,
and all of them showed resistance to ertapenem, meropenem and imipenem.
Susceptibility rates to other antimicrobials were as follows: 35.2% to gentamicin,
85.2% to polymixyn B, 87% to colistin and 98.1% to tigecycline and fosfomycin.
PFGE (Pulsed field gel electrophoresis) analysis showed that three clones
predominated among the isolates. The medical records of the 54 patients were
analysed after the tests, and their lifestyle factors, hospital unit and underlying
diseases were among the data included in this study. Our findings highlight the
urgent need to develop strategies for infection control and prevention, including the
possibility of limiting the use of certain antimicrobials.
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1 INTRODUCTION

The emergence of KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase)-
producing K. pneumoniae (KPC-Kpn) isolates is attracting significant attention. In
current surveys, it is the most common pathogen harbouring blakpc genes [1]. K.
pneumoniae carbapenemase-1 (KPC-1) was first detected in a K. pneumoniae strain
isolated in North Carolina in 2001. Since that time, several reports of KPC have
appeared worldwide, including in South America [2]. In Brazil, KPC enzymes have
been mainly described in K. pneumoniae [3,4], Enterobacter cloacae and Escherichia
coli [5,6].

KPC-associated infections are predominantly nosocomial and
systemic infections, which affect patients with multiple risk factors. Therapeutic
failures and adverse impacts on patient outcome, such as high mortality rates
(ranging from 22% to 57%), have been reported [7]. Factors associated with a higher
risk of KPC-producing bacterial infection include prolonged hospitalisation, an
intensive care unit (ICU) stay, treatment with invasive devices, immunosuppression
and exposure to multiple antibiotic agents before initial culture [8].

According to data from the University Hospital of Londrina State
University (HU-UEL), K. pneumoniae showed carbapenem resistance levels of 1.2%
and 2.6% in 2007 and 2008, respectively. Although this resistance was due to
mechanisms that were not associated with carbapenemase production, it
nevertheless elicited interest and vigilance from the clinical and laboratory teams. In
February 2009, the first case of KPC-Kpn was detected at the institution, signalling
the beginning of an outbreak characterised by this new resistance mechanism. In
2009, 10.2% of the tested K. pneumoniae isolates showed carbapenem resistance,
and that figure climbed to 55.6% in 2010, mainly as result of dissemination of the
blakpc genes. This resistant infection became a constant concern at the hospital, and
it attracted our attention to the importance of this research. After the first outbreak,
many cases of infection and colonisation by KPC enzymes occurred, culminating in a
second outbreak in August of 2010. Within this context, our study aims to evaluate
the clinical, microbiological and molecular aspects of KPC-Kpn strains isolated

from hospitalised patients during the period between July 2009 and July 2010.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Bacterial strains

Between July 2009 and July 2010, the carbapenem-resistant K.
pneumoniae isolates detected in patients admitted to HU-UEL were screened for the
presence of the KPC enzyme. The strains used in this study were isolated from
clinical specimens, with one isolate per patient, resulting in 54 samples. Bacterial
identification and the initial antibiotic susceptibility testing were performed using the
Microscan Walkaway automated system (Siemens — Sacramento (CA) — USA).
These isolates presented a MIC (minimal inhibitory concentration) 21 ug/mL for
carbapenems (imipenem, meropenem and ertapenem) and were subjected to further

phenotypic tests.

2.2  Phenotypic testing

The isolates were screened for carbapenemase production by a
modified Hodge test, according to Lee et al (2001), and a boronic acid test for the
class A B-lactamase producing phenotype, according to Tsakris et al. (2010) [9, 10].
The phenotypic test to detect MBLs was performed with ethylenediamine tetra-acetic
acid (EDTA) at 100 mM, according to Picao et al. (2008) [11].

2.3 Antibiotic susceptibility testing

The broth microdilution method was used to confirm antibiotic
resistance. Cation-adjusted Mueller-Hinton broth was used, and the test was
performed as described in the CLSI document M7-A8 [12]. The following
antimicrobials were tested: imipenem (MSD), meropenem (ABL), ertapenem (MSD),
tigecycline (Wyeth), colistin (USP), polimyxin B (Sigma) and gentamicin (Sigma).
Each strain’s susceptibility to fosfomycin (Sigma) was tested by the agar dilution
method, according to CLSI 2011 guidelines [13]. For tigecycline and colistin, the
breakpoints used were from the FDA (US Food and Drug Administration) and Eucast,
respectively [14,15]. The ATCC strains used for test validation were as follows:

Escherichia coli 25922, Pseudomonas aeruginosa 27853, Staphylococcus aureus
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29213, Enterococcus faecalis 29212, K. pneumoniae 700603 and K. pneumoniae
13883.

2.4  Molecular analysis

Polymerase chain reaction (PCR) was used to search the strains for
the blakpc gene, as described by Bradford et al. (2004) [16]. The presence or
absence of the MBL genes was investigated by Multiplex PCR, as described by
Ellington et al (2007) [17]. The amplicons were quantified by spectrophotometry,
using a Nanodrop (Nanodrop® Technologies INC, Wilmington, DE, USA) and
sequenced using ABI 3730 from Applied Biosystems.

2.5  Macrorestriction analysis

Pulse field gel electrophoresis (PFGE), as described by Chang and
Chui (1998) [18], was utilised to perform an analysis of the chromosomal DNA.
Chromosomal DNA was digested with Xbal (Invitrogen™), and the restricted DNA
fragments were separated using the CHEF-DRIIl system (Bio-Rad, Hemel
Hempstead, UK), with pulses ranging from an initial 5 s pulse to a final pulse of 60 s,
with a voltage of 6 V-cm™, at 14°C for 23 h. The a ladder was used as a molecular
marker in the gel (50-1,000 kb). The products were stained by ethidium bromide and
observed under UV light. The sizes of the fragments were first normalised according
to the molecular weight of the DNA markers, and then the fingerprints were analysed
using BioNumerics software (Applied Mathematics, Kortrijk, Belgium, version 4.6),
with a position tolerance of 3%. The samples were submitted to similarity analyses
using the UPGMA algorithm (unweighted pair-group method, with arithmetic mean)
with the Dice coefficient. DNA fragments greater than 12,000 bp or smaller than 200

bp were excluded from the analysis.
2.6  Retrospective review of patients’ data
The medical records of 54 patients infected with KPC-Kpn were

retrospectively reviewed. Follow-up was possible until the patients either died or were

discharged from the hospital. The patients’ age, gender, lifestyle factors, infection by
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another pathogen, hospital unit, underlying diseases, antibiotic use, number of days
at the hospital, prior surgery and prior hospitalisation were recorded for analysis. This
study aimed to identify important patient conditions related to KPC-Kpn infection
and/or mortality. The Acute Physiological and Chronic Health Evaluation Il (APACHE-

II) score was computed at the median date of hospitalisation.

3 RESULTS

The strains used in this study were isolated from clinical specimens,
and only one isolate per patient was included, resulting in 54 samples from different
patients, each of which caused infection according to CDC criteria [19]. The bacterial
isolates were collected mainly from patients diagnosed with infections of the urinary
tract (35.2%), lower respiratory tract (35.2%), bloodstream and central venous
catheter (14.8%), skin and soft tissue (11.1%), or abdomen and peritoneum (3,7%).

The isolates were tested for antimicrobial sensitivity, and all of them
showed resistance to ertapenem, meropenem and imipenem. However, 35,2%
showed susceptibility to gentamicin, 85.2% to polymixyn B, 87% to colistin and
98.1% to tigecycline and fosfomycin. Fosfomycin and tigecycline were the most
effective antimicrobial agents, according to MIC tests. Carbapenems had higher
levels of resistance or non-susceptibility than gentamicin and other antimicrobial
agents.

All isolates were phenotypically identified as potentially KPC-Kpn by
a positive modified Hodge test, a negative EDTA test and a positive boronic acid disk
test. The PCR results from all 54 isolates showed that they were blakpc carriers, and
sequencing confirmed that all of them belonged to the blakpc.2 subtype.

The different clonal types were designated A-F (data not shown). The
PFGE analysis of the 54 KPC-Kpn isolates identified one major clone (B), which
comprised 25 (46.3%) of the isolates and included subtypes B1 (n=10), B2 (n=1), B3
(n=2), B4 (n=4), B5 (n=6), and B6 (n=2). This clone appeared in August of 2009 and
remained at a high frequency for most of the following months. A second prevalent
clone (A), with 17 (31,5%) isolates, included subtypes A1 (n=6), A2 (n=4), A3 (n=1),
A4 (n=3), A5 (n=2) and A6 (n=1). This was the first clone to appear after the outbreak
and was detected almost every month until July of 2010. Clones A and B showed

75% genetic similarity between them. Eight isolates (15%) were clonal type F,
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including subtypes F1 (n=3), F2 (n=1), F3 (n=2), and F4 (n=2), which are 70%
genetically similar with clones A and B. Two clones with 1 (1,9%) isolate each were
designated as clonal types E and D, and clone C comprised 2 isolates (3,8%). The
temporal distribution of 54 KPC-Kpn isolates and their respective clonal type are
shown in figure 1.

Figure 2 shows the distribution by hospital unit. The majority of KPC-
Kpn cases were found in the intensive care unit (ICU), with 25 (46,3%) patients,
followed by the emergency room (ER), with 12 (22,2%), the male ward (MW), with 9
(16,7%), and the female ward (FW), with 4 (7,4%). The male ward had more cases
than the female ward. The other 4 units (contagious infection diseases (CID),
neurology (NEUR), surgery (SURG) and pediatric ICU (P-ICU)) had one isolate each.

Figure 1 - Monthly prevalence of infection with KPC-2 producing K. pneumoniae
during the study period. Clonal types (A-F) are shown.
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The clinical characteristics and outcomes of 54 KPC-Kpn infection
cases at this institution are shown in table 1. Most of the patients (51,85%) were over
60 years old, and 75,8% of them did not survive. Although 63% of the patients were
male, the highest mortality rate occurred among women (66.6% female

vs. 62.1% male). The risk factor associated with the highest percentage of deaths
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was mechanical ventilation (90.3%). Heart and circulatory diseases affected 70.4%
of the patients, and 63.4% of them died. Regarding antibiotic use, 84.6% of
patients who were treated with colistin up to a month before the culture died, and the

same was true of those treated with carbapenems (84%).

Figure 2 - Distribution of cases of 54 KPC-Kpn among hospital units during the study
period.
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Co-infection  with Acinetobacter  baumannii occurred in  63.6%
of polymicrobial infections. Eighty percent of patients that were hospitalised for more
than 21 days at the hospital died. The APACHE Il score was calculated for only 33 of
the 54 isolates; data were missing for the others. The patients with an APACHE I

score > 30 presented a mortality rate of 100%.

Table 1 - Clinical Characteristics of 54 patients infected with KPC-Kpn between July
2009 and July 2010

CHARACTERISTICS N (PATIENTS) NON-SURVIVORS
(MORTALITY)
Age
<10 1(1.85%) -
10 -40 9 (16.6%) 4 (36.3%)
41 -60 16 (29.6%) 10 (58.8%)

>60 28 (51.85%) 22 (75.8%)



Gender

Male
Female

Risk factors

Mechanical ventilation
Diabetes Mellitus
Heart and circulatory disease
Etilism/Tabagism
Immunocompromised
Kidney or liver disease

Antibiotic use one month before

KPC-2 K. pneumoniae isolation

Colistin
Carbapenems
Third or Fourth-generation
Cephalosporins
Piperacillin-tazobactam
Tigecycline
Fluoroquinolones

Polymicrobial infection

Association with Acinetobacter
baumanni

Association with Pseudomonas
aeruginosa

Number of days hospitalised before

infection

< 3 days
4 to 10 days
11 to 20 days

= 21 days

34 (63%)
20 (37%)

31 (57.4%)
16 (29.6%)
38 (70.4%)
15 (27.8%)
8 (14.8%)
11 (20.4%)

13 (24%)
25 (46.3%)
13 (24%)
15 (27.8%)

6 (11.1%)
11 (20.4%)

11 (20.4%)

7 (13%)

5 (9.25%)
11 (20.4%)
23 (42.6%)

15 (27.8%)

23 (62.1%)
14 (66.6%)

28 (90.3%)
10 (58.8%)
26 (63.4%)
10 (66.6%)
5 (62.5%)
8 (72.7%)

11 (84.6%)
21 (84%)
12 (75%)

10 (66.6%)
4 (66.6%)
9 (81.8%)

7 (63.6%)

1(14.3%)

2 (40%)
8 (72.7%)
14 (60.9%)

12 (80%)

52
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Any hospitalisation in past year 13 (24%) 10 (76.9%)

Prior surgery within 30 days 12 (22.2%) 5 (41.6%)
Apache Il score 33 (61.1%) 30 (90.9%)

<20 11 (33.3%) 10 (90.9%)

21-30 11 (33.3%) 9 (81.8%)

>30 11 (33.3%) 11 (100%)

4 DISCUSSION

KPC-Kpn isolates have been associated with hospital outbreaks
initially in the USA and subsequently in other geographical regions, including Brazil.
This report describes the clinical, microbiological and molecular aspects of KPC-Kpn
isolated between July 2009 and July 2010 from patients admitted to the HU-UEL.

Many authors [20, 21] have shown that the detection of KPC-Kpn
may be difficult because some isolates have MICs for imipenem/meropenem within
the susceptibility range and are therefore missed by automated susceptibility testing.
In contrast, most KPC-positive strains are resistant to ertapenem. In this study, all
isolates were resistant to carbapenems, showing a MICygy of 64 ug/mL for
meropenem/imipenem and a MICqy >128 ug/mL for ertapenem. The strains showed
high susceptibility to colistin, polymyxin, tigecycline and fosfomycin, making these
therapeutic options for the treatment of KPC-Kpn infections. Given the limited number
of remaining therapies, it is crucial to control the spread of this resistance
mechanism.

To detect the presence of KPC, a phenotypic screening was
performed, using the Hodge Test and the Boronic Acid Test. The first test is used to
detect general carbapenemase activity, while the second has coverage for class A
carbapenemases, the class to which KPC belongs. Both tests gave precise
phenotypic results that guided us to the genotypic tests confirming the presence of
the enzyme. The PCR for blakpc affirmed that KPC was present in the 54 studied
strains. Ertapenem was a more sensitive indicator of KPC resistance than

meropenem and imipenem, similar to results found by Anderson et al. (2007) [22].
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Additionally, the negative results of phenotypic screening for MBLs were confirmed
by Multiplex PCR, which also showed negative results.

Previous studies [20, 23, 24] have shown that an endemic strain
containing the KPC enzyme suggests that spread occurs person-to-person as a
result of a breakdown in infection control. The results of this molecular
epidemiological study show the presence of three major clones, with clone B being
the most prevalent. Many authors [25, 26] have described similar results, concluding
that the dissemination of KPC enzymes requires transmissible plasmids. This
concordance suggests that resistant isolates are being selected by antibiotic use. In
this study, a larger proportion of deaths was not associated with any specific clone;
however, clones A and B showed mortality rates of approximately 60%, and clone F
showed a mortality rate of approximately 75%. All of the patients with infections
caused by strains of clones C and E died. This study also contained 7 patients
infected with strains resistant to colistin and polymyxin B, and all of these patients
died. Four isolates from this cohort belonged to clone B, 2 belonged to clone A, and 1
belonged to clone F.

In comparison with the findings of other authors [24,27], our study
found similar results when examining characteristics of age and sex. Studies from
Israel, Greek, the USA and European countries [23, 24, 25, 26] have identified risk
factors for nosocomial acquisition of KPC-Kpn. These risk factors include poor
functional status, an ICU stay, transplantation, mechanical ventilation, a prolonged
hospital stay and antimicrobial treatment. In our study, similar clinical characteristics
were found. The patients with an APACHE Il score >20 showed high mortality after
infection caused by Kpc-Kpn.

Previous antibiotic treatment and admission to an ICU were clinical
characteristics found to increase the likelihood of infection by KPC-Kpn in this study.
All patients were treated with multiple antimicrobial agents—often simultaneously
(i.e., carbapenem, piperacillin-tazobactam, colistin, third or fourth-generation
cephalosporins and/or fluorquinolones)—before the isolation of KPC-Kpn infections.
The patients who had previously been treated with carbapenems and colistin had
higher mortality. Prior cephalosporin use and prior carbapenem use have been
associated with carbapenem-resistant K. pneumoniae in other studies [29, 30]. Co-
infection with Acinetobacter baumanii and Pseudomonas aeruginosa were found in

this study, mainly in tracheal aspirates. Of the patients that had a KPC-Kpn infection
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associated with Acinetobacter baumannii, 63.6% died. At
our institution, A. baumannii is an important agent of nosocomial infections, and it
results in high mortality rates.

The concentration of positive KPC-Kpn cases in the ICU and in the
ER is likely due to the invasive procedures (such as mechanical ventilation) with
which the patients of these units are treated. For this reason, some patients from
other wards could have been contaminated with KPC when passing through one of
these contaminated areas (ICU and ER), as most of the patients spent time in one or
both of these wards at some point during their hospitalisation.

Due to their resistance to most available antimicrobial agents,
invasive infections by these organisms have been associated with high rates of
morbidity and mortality. Patients who are hospitalised for prolonged periods of time
and those with severe underlying disease are at risk of acquiring these types of
pathogens. This work concludes that this microorganism is an emerging pathogen
and that it is associated with significant mortality. KPC-2-producing K. pneumoniae is
becoming an endemic pathogen at the hospital. Our findings highlight the urgent
need to develop strategies for prevention and infection control. Limiting the use of
certain antimicrobials may be an effective strategy for curbing the spread of this

pathogen.
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ARTIGO 2- COMPARISON OF METHODS TO EVALUATE SUSCEPTIBILITY OF
KPC (KLEBSIELLA PNEUMONIAE CARBAPENEMASE) producing
K. PNEUMONIAE isolates

Ana Carolina Polano Vivan'*, Marsileni Pelisson?, Mariangela Hungria®, Silvia

Figueiredo Costa®, Eliana Carolina Vespero?

ABSTRACT

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) production occurs mostly in K.
pneumoniae, but it has also been reported in other Enterobacteriaceae species. This
enzyme confers resistance to all pB-lactam agents including penicillins,
cephalosporins, monobactams, and carbapenems. Some isolates harbouring KPC
genes demonstrate low-level carbapenem resistance, but when combined with other
cellular changes, such as porin loss, the carbapenem MIC (Minimal Inibitory
Concentration) increases. In this study, the activity of gentamicin, tigecycline,
polymyxin B, colistin, fosfomycin, ertapenem, meropenem and imipenem was
evaluated against 54 KPC-producing K. pneumoniae strains, isolated from patients
hospitalized at the University Hospital of Londrina, between July 2009 and July 2010.
The tests (broth microdilution, agar dilution and disk diffusion) were performed
according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines. By
microdilution, following rates were found in this work: all isolates were resistant to
ertapenem, meropenem and imipenem; 35,2% of isolates remain susceptible to
gentamicin, 85,2% to polymyxin, 87% to colistin and 98,1% to tigecycline. Agar
dilution was performed to determine sensibility to fosfomycin, and only one strain
presented a resistance result. Gentamicin was the antibiotic with the highest number
of discrepancies between the tests. Very major error, false-susceptible result by the
disk diffusion test, was detected in four isolates (7,4%) . Major error, false-resistant
result produced by the disk diffusion test, in seven isolates (12,9%). Also, polymyxin
B and colistin had very major error, six (11,1%) and two (3,7%) isolates, respectively.
Major error was found in one isolate (1,85%) for tigecycline, and a minor error was
observed with imipenem (1,85%). The disk diffusion method is one of the most
frequently used techniques in microbiology laboratories. However, the high rates of
errors with some antimicrobial agents of this study demonstrate that the disk diffusion
method is not reliable compared to the broth microdilution method, considered as
gold standard by CLSI.

Keywords: KPC. Susceptibility. Very major error. Major error. Minor error.
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1 INTRODUCTION

Despite extensive progress in scientific knowledge and medical
technology, infectious diseases remain as a leading cause of worldwide morbidity
and mortality. Whether in the general healthy population, or in patients,
immunocompromised and vulnerable to invasive opportunistic infections, the
evolution of drug-resistant organisms has impaired the therapeutic efficacy of
available anti-infective agents. It has, moreover, substantially added costs to the
healthcare (MOELLERING et al., 2007).

Since the beginning of the last decade, Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC)-producing Enterobacteriaceae have been increasingly
detected in the USA (BRATU et al., 2005a; NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009), but
now it has an expanded geographic range, including Israel, China, Europe, Central
and South America (MONTEIRO et al., 2009; YIGIT et al., 2001). KPC enzymes
confer various levels of resistance to all B-lactams, including carbapenems
(NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009). Moreover, blakpc genes are easily
transferable and are often linked with various non B-lactam resistance determinants,
further compromising the therapeutic alternatives for clinically relevant infections
(BRATU et al., 2005a; NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009; TSAKRIS et al., 2008).
Clinical reports have already documented that hospital infections due to KPC-
possessing Enterobacteriaceae are commonly associated with increasing therapeutic
failure and mortality (BRATU et al., 2005a; HIRSCH; TAM, 2010; NORDMANN;
CUZON; NAAS, 2009). It has been recovered from hospitalized patients with
prolonged hospital stays (usually in intensive care units), that received multiple
antimicrobial drug courses and those mechanically ventilated (PEIRANO et al.,
2009). Besides these observations, studies dealing with antimicrobial treatment of
KPC infections and clinical outcomes are based on a limited number of case patients
and therefore the optimum treatment has not been well established (HIRSCH; TAM,
2010).

Tigecycline, a glycylcycline antibiotic approved by the US Food and
Drug Administration (FDA) for the treatment of complicated intra abdominal infections
and skin and skin-structure infections in adults, has been found to be active against
Enterobacteriaceae regardless of the presence of carbapenemases (CASTANHEIRA

et al., 2008). Its action is mediated by the inhibition of bacterial protein synthesis and
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is mainly bacteriostatic. The in vitro activity of tigecycline against KPC-producers has
been only scarcely tested (BRATU et al., 2005b; NORDMANN; CUZON; NAAS,
2009), whilst antibiotic combinations including tigecycline have not been studied
previously in these bacteria. Polymyxin B and E (colistin) are becoming increasingly
important because of multidrug-resistant Gram-negative organisms - such as
carbapenemase-producing Klebsiella - that are only susceptible to the polymyxins
(CHEN; KAYE, 2009). Polymyxin B and E resistance in carbapenem-resistant K.
pneumoniae has been reported and varies from 8% to 89% (BRATU et al., 2005b,
2005c; CUZON et al, 2010; ELEMAM; RAHIMIAN; DOYMAZ, 2010;
KANTOPOULOU et al., 2010; LEE et al., 2009). Susceptibility testing data suggest
that treatment of infections caused by KPC-producers commonly requires the use of
tigecycline or colistin as last-resort drugs; meropenem in many cases also retains
phenotypic activity against KPC-producers and is considered as a possible
alternative (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009; POURNARAS et al.,, 2009;
HIRSCH; TAM, 2010).

Using a combination of antibiotics to achieve efficacy may be
necessary, once the clinical utility monotherapy is limited against isolates that
produce KPC carbapenemases (LE et al., 2011). Antibiotic combinations are
sometimes used to prevent or delay the in vivo emergence of drug-resistant
subpopulations of the organism. In addition, by using an additional agent, it may be
possible to reduce the dose of a potentially toxic antimicrobial (PILLAI;
MOELLERING; ELIOPOULOS, 2005). On the other hand, administering two
antimicrobials in some cases may increase the risk of toxicity and cost of treatment.

Given the lack of options for antibiotics that retain susceptibility
against pathogens that produce KPC, selection of a dosing regimen that could
potentially treat infections caused by these organisms depends on the ability to
accurately determine the antibiotic MIC. With respect to KPC, the accurate
determination of the antibiotics MIC may permit the application of pharmacodynamic
principles to dosing regimen optimization by administering higher doses and using
prolonged or continuous infusions, as has been accomplished against other resilient
bacteria (BULIK et al., 2010; KUTI et al., 2004; NICASIO et al., 2010).

In automated systems, presence of a carbapenemase is suggested
by elevated carbapenem MICs; however, failure in systems to detect KPC-producing

isolates has been described. The aim of this study was to evaluate the efficacy of two
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methods used for the detection of antimicrobial susceptibility, agar disk diffusion (DD)
and MIC. The first one remains as the most commonly used in clinical microbiology
laboratories, and broth microdilution method is considered the gold standard for
detecting antimicrobial susceptibility , according to Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI).

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 BACTERIAL ISOLATES

Fifty-four samples of KPC-producing K. pneumoniae isolated from
patients hospitalized in the University Hospital in Londrina, between July 2009 to July
2010, were evaluated. The susceptibility to antimicrobial agents: gentamicin (GEN),
fosfomycin (FOS), tigecycline (TIG), polymyxin B (POL), colistin (COL), ertapenem
(ERT), meropenem (MER) and imipenem (IMP) was tested. The samples were
previously identified by the MicroScan Walkaway automated system (Siemens —
Sacramento (CA), and those that were resistant to at least one of the available
carbapenems (imipenem, meropenem and ertapenem) were submitted to

confirmatory tests in order to detect carbapenemases.

2.2 CHARACTERIZATION OF KPC ISOLATES

The isolates that showed reduced susceptibility to at least one
carbapenem were subjected to modified Hodge test (LEE et al., 2001), to
phenotypically identify the presence of carbapenemases. Class A carbapenemase
was confirmed by using of boronic acid, as described by Tsakris et al (2010) . The
PCR was performed with specific primers, as described by Bradford et al. (2004), in
order to search for the presence of blakpc gene. The amplicons were sequenced in
an ABI 3730 (Applied Biosystems).
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2.3  ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING

2.3.1 Disk diffusion

Disk diffusion test was performed with Mueller-Hinton agar, and disks
from Oxoid Ltd. (Basingstoke, UK), according to CLSI document M2-A10. The test
disks were: gentamicin 10 ug, tigecycline 15 ug, imipenem 10 pug, meropenem 10 pg,

ertapenem 10 pg, polymyxin B 300 U and colistin 10 ug.

2.3.2 Broth microdilution

Susceptibility to the following antibiotics was determined by broth
microdilution method (BMD): ertapenem, imipenem, meropenem, gentamicin,
polymyxin B, colistin and tigecycline. BMD with cation-adjusted Muller-Hinton broth
was carried out in accordance with CLSI document M7-A8. Bacterial suspensions
were adjusted according to CLSI recommendations and the final inoculum was
verified for BMD susceptibility methods. MICs; and MICgyy were calculated for all
tested antibiotics.

As described in CLSI, for gentamicin, polymyxin B, colistin,
meropenem and imipenem, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia
coli ATCC 25922 were used as quality control to the disk diffusion and broth
microdilution tests. For tigecycline, the bacteria used were E. coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC29213 and Enterococcus faecalis ATCC 29212, and for
ertapenem P. aeruginosa ATCC 27853 and E. faecalis ATCC 29212.

There is no standardization, by CLSI, for colistin and polymyxin by
disk diffusion test, only for broth microdilution. Therefore, standard breakpoints for P.

aeruginosa were used.

2.3.3 AGAR DILUTION

The susceptibility to fosfomycin (Sigma) was tested by agar dilution
method, according to CLSI 2011 guideline. The control strains used in this test were
Staphyloccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 13883.
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2.3.4 AGREEMENT BETWEEN DISK DIFFUSION AND BROTH MICRODILUTION

Errors were ranked as follows: very major error, false-susceptible
result by the disk diffusion test; major error, false-resistant result produced by the
disk diffusion test; and minor error, intermediate result by disk diffusion method and a
resistant or susceptible category for the reference method (microdilution test).
Unacceptable levels are = 1.5% for very major errors, 23% for major errors and 10%

for minor errors as recommended in CLS| document M23-A2.

3 RESULTS

A total of 54 KPC-producing K. pneumoniae isolates obtained from
hospitalized patients were studied. The bacterial isolates were collected mainly from
patients diagnosed with urinary infection tract (35,2%), lower respiratory tract
(35,2%), bloodstream and catheter (14,8%), skin and soft tissue (11,1%), abdominal
and peritoneal infections (3,7%). All samples were positive for the Hodge test and
confirmed the presence of the enzyme KPC by PCR technique.

Antimicrobial activity of the tested agents and the susceptibility profile
of KPC-producing K. pneumoniae are shown in Table 1. When the isolates were
evaluated by microdilution, all were resistant to ertapenem, meropenem and
imipenem. And 35,2% of isolates remained susceptible to gentamicin, 85,2% to
polymyxin, 87% to colistin and 98,1% to tigecycline. Fosfomycin had only one
resistant strain, by agar dilution, with 98,1% of susceptibility .

The MICsy and MICgyy for eight antimicrobial agents studied are
shown in Table 1. The isolates exhibited high MICgy to ertapenem (MICqy >128
pMg/mL), meropenem and imipenem (MICyy 64 pg/mL), polymixyn B and colistin
(MICgp 32ug/mL) and tigecycline (MICgo 2 pug/mL). The intermediate (MICgp 4 pg/mL)
results for tigecycline were confirmed by Etest strips (Biomeriéux). Fosfomycin MICs

and MICgqo were 4 yg/mL and 32 yg/mL, respectively.
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Table 1 - Activity of seven antimicrobial agents against 54 KPC-producing K.
pneumoniae isolates obtained from patients hospitalized during the period

of July 2009 to July 2010.
Agent MICsq MICqyq % Susceptibility
Disc Minimal Inhibitory
diffusion Concentration
Gentamicin 16 >64 35,2 35,2
Tigecycline 0,5 1 98,1 98,1
Imipenem 16 64 0 0
Meropenem 32 64 0 0
Ertapenem 32 >128 0 0
Polymyxin B 1 32 96,3 85,2
Colistin 0,5 32 90,7 87,0
Fosfomycin 4 32— 98,1

The results obtained in agreement tests between disk diffusion and
broth microdilution, are shown in Table 2. Gentamicin was the antibiotic with the
highest number of discrepancies. Very major error, false-susceptible result by the
disk diffusion test was detected in four (7,4%) isolates. Major error, false-resistant
result produced by the disk diffusion test in seven (12,9%) isolates. Also, polymyxin B
and colistin had very major error, six (11,1%) and two (3,7%) isolates, respectively.
Major error was found with one isolate (1,85%) for tigecycline, and a minor error was

observed with imipenem (1,85%).
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Table 2 - Microdilution and disk diffusion discrepancy rates for seven antimicrobial
agents studied in 54 KPC-producing K. pneumoniae isolates obtained
from patients hospitalized over a one-year period.

No. (%) of discrepancies
Antimicrobial agents

Very major error Major error Minor error
Gentamicin 4 (7,4%) 7 (12,9%) -
Tigecycline - 1(1,85%) -
Imipenem - - 1(1,85%)
Meropenem - - -
Ertapenem - - -
Polymyxin B 6 (11,1%) - -
Colistin 2 (3,7%) - -
Fosfomycin - - -

As seen in figure 1, seven samples had colistin MIC=4 ug/mL. Figure
2 shows breakpoints and zone diameter obtained for polymyxin and eight isolates
were considered resistant using MIC=4 ug/mL. Figure 3 shows breakpoints and zone
diameter obtained for tigecycline and only one isolate was considered resistant using
MIC=4 pg/mL. The figure 4 shows the distribution of MIC and DD evaluated when the

clinical isolates were tested for gentamicin.
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Figure 1 - Comparative results between broth microdilution MICs and 10 pg disk
zone diameters for colistin tested against 54 KPC producing K.
pneumoniae isolates. The line represents the breakpoint value for colistin
by microdilution method.
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Figure 2 - Comparative results between broth microdilution MICs and 300U disk
zone diameters for polymyxin B tested against 54 KPC producing K.
pneumoniae isolates. The line represents the breakpoint value for
polymyxin B by microdilution method.
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Figure 3 - Comparative results between broth microdilution MIC and 15 pg disk
zone diameters for tigecycline tested against 54 KPC producing K.
pneumoniae isolates. The horizontal line represents the breakpoint value
for tigecycline by microdilution method and vertical zone diameter for disk

diffusion.
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Figure 4 - Comparative results between broth microdilution MIC and 10 pg disk
zone diameters for gentamicin tested against 54 KPC producing K.
pneumoniae isolates. The horizontal line represents the breakpoint value
for gentamicin by microdilution method and vertical zone diameter for
disk diffusion.
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4 DISCUSSION

The spread of carbapenem-resistant pathogens is of great concern,
and controlling of the infections presents a serious clinical challenge in hospitals
(CHEN et al., 2011). In a recent epidemiologic study (GASINK et al., 2009), infections
due to KPC-producing K. pneumoniae were associated with significantly higher
mortality than infections by carbapenem-susceptible K. pneumoniae (32.1% versus
9.9%) (PANKEY; ASHCRAFT, 2011; PEREZ et al., 2010).

In vitro testing suggests that around 50% of KPC-producing K.
pneumoniae isolates remain susceptible to aminoglycosides, 33% to 66%
demonstrate susceptibility to doxycycline, and 90% are susceptible to polymyxins
and colistin (polymyxin E) (MOELLERING et al., 2007). Susceptibility rates in this
study (by microdilution) were as follows: 35.2% of isolates remained susceptible to
gentamicin, 85.2% susceptible to polymyxin B and 87% to colistin. According to
Vaara et al (2010), most of the research on acquired polymyxin resistance has been
conducted using well-characterized mutants constructed in the laboratory. Colistin-
resistant K. pneumoniae mutants have occasionally been encountered during therapy
or during the course of a hospital outbreak, but the underlying molecular mechanisms
have not been studied.

When testing the Klebsiella spp., tigecycline (MICso, 0.25 ug/mL and
MICgo, 1 pg/mL) susceptibility rates varied from 99.4% in 2006 and 2007 to 97.0% in
2009 (SADER; FARRELL; JONES, 2011). Our results showed susceptibility of 98.1%
to tigecycline, in isolates from 2010. The values of MICsg and MICgy were 0.5 ug/mL
and 1 pg/mL, respectively. In the present study we found that tigecycline had good
activity against Klebsiella spp. (MICgo<1ug/ml). The determination of MIC is requisite
to detect antibiotic-resistant strains. The dilution methods remain as the gold
standard, but they are difficult to perform as routine tests in many clinical
laboratories. In concordance with many authors and the Eucast group, we obtained
good concordance between agar dilution and broth microdilution (BEHERA et al.,
2010; LO-TEN-FOE et al., 2007; TAN; NG, 2006a, 2006b). Only one strain was not
susceptible to fosfomycin, generating a high sensibility rate in this study for this drug.
Michalopoulos et al (2011) examined the effectiveness and safety of fosfomycin in
critically ill patients suffering from ICU-acquired infections due to carbapenem-

resistant K. pneumoniae. The authors concluded that fosfomycin may be considered
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an alternative for the treatment of urinary infections tract due to carbapenem-resistant
K. pneumoniae in adult patients, especially in combination with other antibiotics. As
our study includes many urinary isolates, the use of fosfomycin could have obtained
good results.

When commercial systems are used, the manufacturers
recommendations concerning storage, inoculation, incubation, and interpretations
should be followed precisely. The error rate for these systems has to be determined
by comparison with the reference CLSI broth dilution method using several single
genus or species. The detection rate for very major errors (false susceptibility) should
be less than 1.5% and major errors (false resistance) less than 3% (JOYCE;
WOODS, 2004). Our studies showed 100% agreement between the DD and BMD to
meropenem and ertapenem. However, very major error rates were found to
gentamicin (7,4%), polymyxin B (11,1%) and colistin (3,7%). An unacceptably high
rate of very major errors ranging from 5 to 11% has been reported in several studies
(GALANI et al., 2008; LO-TEN-FOE et al., 2007; TAN; NG, 2006a, 2006b). Maalej et
al. (2011) also found unacceptably high rates of very major errors (false-susceptible
result by the disk diffusion test) with colistin. Leal Castro et al. (2010), evaluated
Enterobacteriaceae, among them, K. pneumoniae, by the disk diffusion test with
three different Mueller-Hinton agar brands, and the Vitek 2 automated system in
comparison with the standard broth microdilution method. The authors concluded that
Becton Dickinson agar had the lowest rate of minor (32.5%) and major errors (3.8%).
No very major errors were found.

In order to identify this resistance mechanism, the laboratories
should be prepared and aware of the methodology mistakes. The choice of
methodology to be used in private laboratories is usually based on financial and labor
resources and the volume of tests to be performed. Variables to be considered
include relative ease of performance, cost of equipment and contract arrangements,
cost of media and supplemental materials, flexibility in selection of drugs for testing,
use of automated or semi automated devices to facilitate testing, and the perceived
accuracy of the methodology (JOYCE; WOODS, 2004). Disk diffusion method is one
of the most frequently used techniques in microbiology laboratories. However, the
high rates of errors with some antimicrobial agents of this study demonstrate that the
disk diffusion method isn’t reliable compared to the broth microdilution method, once

this last one is considered the gold standard by CLSI.
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1. Embora todos os isolados clinicos estudados tenham apresentado

resisténcia total aos carbapenémicos, as altas taxas de
sensibilidade obtidas para polimixina B, colistina, tigeciclina e
fosfomicina sugerem que estes farmacos constituem opc¢des
terapéuticas para o tratamento das infecgbes causadas por K.

pneumoniae produtoras de KPC,;

. A alta taxa de erros maiores obtidos quando o teste de disco-

difusdo foi comparado com a técnica de microdiluigdo em caldo
para avaliar a sensibilidade a gentamicina, polimixina B, colistina
e tigeciclina, demonstra que o primeiro método deve ser utilizado

com cautela nos laborat6rios de microbiologia clinica;

. A presenca do gene blakpc-2 em todos os isolados produtores de

carbapenemases, enfatizam a importancia deste mecanismo na
manutencdo da resisténcia aos carbapenémicos entre os isolados

de K. pneumoniae no HU-UEL,;

. A obtencédo de diferentes clones entre isolados produtores de

KPC-2 recuperados de pacientes internados em diferentes
unidades hospitalares demonstra a facilidade de disseminacao
deste mecanismo de resisténcia no hospital estudado, enfatizando
a necessidade de reforco nas medidas de controle de infecao,
principalmente na utilizacdo racional dos carbapenémicos nesta

instituicao;

. A hospitalizagdo prolongada, a idade acima de 60 anos, uso de

ventilagcdo mecanica, acomentimento por doenga cardiaca e/ou
circulatéria , terapia com colistina e/ou carbapenémicos até um
més antes da cultura sao fatores de risco para a aquisi¢gao e/ou
obito relacionados a infec¢des por K. pneumoniae produtora de
KPC.





