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RESUMO

Klebsiella pneumoniae é uma enterobactéria associada a infecgdes hospitalares graves que
acomete principalmente, o trato urinario e respiratorio, causando também meningite e
septicemia, particularmente, em pacientes imunocomprometidos. O objetivo desse trabalho
foi caracterizar geneticamente isolados clinicos de K. pneumoniae através da investigacéo
dos genes de resisténcia a B-lactamicos blargm blaspy, blactx-m, blakec, blaviv, blape €
blaspym, do perfil plasmidial e da ERIC-PCR. Foram analisados 24 isolados clinicos de K.
pneumoniae provenientes de hospital publico e de um hospital particular nos anos de 2007
e 2008, respectivamente, da cidade de Recife-PE. O Teste de sinergia de disco duplo, o
Teste de Hodge Modificado e o E-Test MBL foram aplicados para detec¢édo fenotipica de
ESBLs, KPC e MBL, respectivamente. Todos o0s isolados apresentaram o gene blasyy,
62,5% blactx-m, 29% blatem. Dentre os isolados do Hospital particular 71% apresentaram
blakpc € 50% blayv. Este é o primeiro relato do gene blayyy em K. pneumoniae em
Recife-PE, Brasil. Os genes blayvp e blaspy ndo foram detectados. O achado de 14 isolados
(58%) carreando no minimo 3 dentre os 7 genes de B-lactamases pesquisados é
preocupante, uma vez que ndo é frequentemente relatado. O perfil plasmidial, agrupou os
isolados em 17 grupos e 3 subgrupos. A ERIC-PCR classificou os isolados em 19 perfis
distintos com 6 isolados apresentando o mesmo perfil, mostrando relacdo clonal. Podemos
concluir que os isolados estudados acumularam determinantes de resisténcia que,
consequentemente, impdem uma limitagdo nas opcOes terapéuticas disponiveis, podendo

explicar muitos episédios de insucesso na tentativa de controle das infec¢des hospitalares.

Palavras-chaves: K. pneumoniae, p-lactamases, Tipagem molecular



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is an enterobacteria associated with serious hospital infections that
primarily affects the urinary and respiratory tracts, also causing meningitis and
septicaemia, especially in immunocompromised patients. The aim of this study was
genetically characterize clinical isolates of K. pneumoniae by the investigation of the -
lactams resistance genes blargm, blasyy, blactx-m, blakec, blavim, blame and blaspym, the
plasmid profile and ERIC-PCR. We analyzed 24 isolates from public hospital and from
a private hospital from 2007 and 2008, respectively, from the city of Recife-PE. Double-
disk synergy testing, Modified Hodge Test and the MBL E-test were used for phenotypic
detection of ESBLs, KPC and MBL, respectively. The blasyy gene was found in all
isolates, blactx-m in 62.5% and blatem in 29%. The carbapenemases genes blakpc and
blayjm and were found with a frequency of 71% and 50%, respectively, among the
isolates from the private hospital. This isthe first report of the gene blayv in K.
pneumoniae in Recife-PE, Brazil. The genes blayyp and blaspy were not detected. The
finding that 14 isolates (58%) harboring at least three among the seven B-lactamases genes
studied is of concern since it is not often reported. The plasmid profile grouped the 24
isolates in 17 groups and 3 subgroups. The ERIC-PCR classified the isolates in 19 distinct
types with 6 isolates exhibiting the same profile, showing clonal relationship. We can
concluded that the isolates studied here accumulated resistance determinants which
consequently imposes a limitation on the treatment options available, explaining many

episodes of failure in the control of many hospital infections.

Keywords: K. pneumoniae, B-lactamases, Molecular typing
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Klebsiella pneumoniae é um patdgeno oportunista associado a infecches
hospitalares graves que acomete principalmente o trato urinario e respiratorio, causando
também meningite e septicemia, particularmente em pacientes imunocomprometidos
(KONEMAN et al., 2008). Na America Latina corresponde a 12% de todos os patdgenos
isolados e é o terceiro patdgeno mais prevalente causando pneumonia (MARRA et al.,
2006a). Também esta relacionado a outras infecc¢Oes invasivas em pacientes internados em
diferentes paises (CHRISTIAN; ROYE-GREEN; SMIKLE, 2010).

Infeccbes nosocomiais por K. pneumoniae sdo causadas por linhagens
multirresistentes e principalmente produtoras de ESBLs (Extended-Spectrum -
lactamases), enzimas codificadas frequentemente por genes plasmidiais, que podem
degradar as cefalosporinas de 32 e 42 geracdo e 0 monobactamico, aztreonam (THERRIEN;
LEVESQUE, 2000). Estas enzimas sdo relatadas tanto em ambientes hospitalares quanto
na comunidade, representando grandes desafios na terapéutica e no controle das infecgdes
(LIVERMORE et al., 2007). Até o0 momento mais de 300 ESBLs foram descritas sendo a
maioria derivada dos grupos TEM e SHV (DROPA et al., 2009). No entanto, nos ultimos
anos, mais de 60 diferentes tipos de CTX-M estdo emergindo na familia
Enterobacteriaceae e substituindo TEM e SHV em muitos paises (JONES et al., 2009).

No Brasil h& poucos estudos que comparam a prevaléncia dos grupos TEM, SHV e
CTX-M em isolados de K. pneumoniae. Em Recife, Lopes et al. (2010) pesquisando a
presenca do gene blacrx.v determinaram através de sequenciamento de DNA que blactx-m-
» foi o de maior ocorréncia entre isolados clinicos de K. pneumoniae. Estes e outros
trabalhos que constituem uma vasta literatura mundial (ACHOUR et al., 2008; COQUE;
BAQUERO; CANTON, 2008; DIESTRA et al., 2008; HO et al., 2008; KINGSLEY;
VERGHESE, 2008; PEREZ et al., 2008; DROPA et al., 2009; GOYAL et al., 2009;
JONES et al., 2009; MOHAMMAD; AL-AGAMY; SHIBL, 2009), alertam para o
surgimento de inimeras variantes de ESBLs e fornecem evidéncias da ampla difuséo dos
genes que codificam essas enzimas. Em Recife-PE nédo existem estudos que comparem a
atual frequéncia de TEM, SHV e CTX-M entre isolados nosocomiais de K. pneumoniae.

Para o tratamento de infeccGes causadas por patdgenos Gram-negativos
multirresistentes nosocomiais, o0s carbapenémicos sdo usados com frequéncia e sao
considerados como as drogas de escolha para as graves infecgdes por Enterobacteriaceae
produtoras de ESBLs (YIGIT et al., 2001; PATERSON; BONOMO, 2005; ANDERSON

et al., 2007, PETRELLA et al., 2008). Dentre os mecanismos de resisténcia aos
18
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carbapenémicos tém se destacado recentemente a producdo de B-lactamase do tipo KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase). Isolados de K. pneumoniae produtores de KPC
estdo sendo identificados entre os patdgenos nosocomiais mais frequentes (NASS et al.,
2008). Villegas et al. (2006), reportaram o primeiro relato de K. pneumoniae produtores de
KPC na América Latina. Monteiro et al. (2009), foram responsaveis pelo primeiro relato
da ocorréncia do gene blakpc» em K. pneumoniae no Brasil.

Na Ameérica Latina, ESBLs s&o comumente encontradas em membros da familia
Enterobacteriaceae, porém metalo-p-lactamases (MBL) eram encontradas exclusivamente
em espécies de Pseudomonas e Acinetobacter (PATERSON; BONOMO, 2005; SADER
etal., 2005; WALSH et al., 2005). Desde 2003 a producdo de MBL por membros da
familia Enterobacteriaceae vem sendo observada nos hospitais brasileiros (LINCOPAN et
al., 2006). As MBLs mais frequentes em varios paises sdodos tipos IMP
e VIM (LIVERMORE; WOODFORD, 2000; NORDMAN; POIREL, 2002). Por outro
lado, no Brasil, 0 gene mais prevalente é o blaspym (PICOLI, 2008; FIGUEIREDO et al,
2009). Lincopan et al. (2005), foram os responsaveis pela primeira descricdo de IMP-1 em
isolados de K. pneumoniae no Brasil. Metalo-B-lactamase do tipo VIM ja foi relatada em
isolados de K. pneumoniae na América Latina (Venezuela) (MARCANO et al., 2008),
porém ndo foram encontrados relatos dessa MBL em K. pneumoniae em Recife-PE, Brasil.
Tato et al. (2007), descreveram a colonizacdo com bactérias Gram-negativas produtoras de
MBL, relatandouma situacdo que estd proxima de um estadode endemicidade,
com uma taxa de mortalidade de quase 50% entre os pacientes infectados com estes
organismos. E muito importante que a deteccio de MBL seja feita de rotina para bacilos
Gram-negativos em laboratérios clinicos, porque a falha no controle de surtos
envolvendo organismos produtores de carbapenemases resultara em uma situacdo em
que todas as opcdes de tratamento empirico serdo inGteis.

Além da analise da diversidade de genes de B-lactamases existem outros métodos
moleculares utilizados com o objetivo de caracterizar isolados de K. pneumoniae
envolvidos em infecgdes hospitalares, dentre estes, a analise plasmidial. Souza Lopes et al.
(2005), mostraram que o perfil plasmidial é uma ferramenta atil para facilitar a
classificacdo de isolados de K. pneumoniae em subtipos.

Um outro método de tipagem molecular bacteriana que tem se mostrado bastante
promissor € baseado na amplificacdo por PCR de seqléncias consenso intergénicas

repetitivas de enterobactérias (ERIC-PCR) (VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991).
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Esta técnica permite a detec¢do de clones dentro de um grupo fenotipicamente idéntico que
pode ter um impacto direto no método de intervencao terapéutica, por ser essencial para
identificar cadeias de transmissao em surtos hospitalares (PFALLER et al., 2001; ALVES
et al., 2006).

Nos Ultimos anos, tem sido relatada uma grande ocorréncia de isolados clinicos de
K. pneumoniae resistentes a 3-lactamicos de amplo espectro em varios paises, inclusive no
Brasil. Considerando que séo raros os estudos que determinam a prevaléncia e 0 genotipo
de ESBLs e carbapenemases do tipo KPC e MBL em Recife-PE, torna-se importante a
caracterizagcdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes de Recife,
através da pesqiuisa dos genes blatem, blaspy, blactx-m, blakec, blavim, blaye € blaspm, do
perfil plasmidial e da ERIC-PCR.
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2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella spp. sdo bacilos pertencentes a familia Enterobacteriaceae e
constituintes da microbiota intestinal da maioria dos animais, incluindo os seres humanos.
Em humanos, K. pneumoniae pode colonizar a pele, faringe, bexiga e trato gastrointestinal,
podendo causar pneumonia associada a ventilagdo mecénica (PAWAR et al., 2003),
bacteriemia (TENORIO et al., 2010), septicemia (YANG; LAUDERDALE; LO, 2004;
SOUZA LOPES et al., 2005), infec¢bes do trato urinario (STRATTON, 2001; SOUZA
LOPES et al., 2005), doenga pulmonar cronica (SINHA et al., 2003), infeccOes de tecidos
moles (SOUZA LOPES et al., 2005) e diarréia (THI et al., 2003; HARYANI et al., 2007,
VELASCO et al., 2009; ZHAO et al., 2010). As infeccBes urinarias sdo as principais
doencas causadas por K. pneumoniae, seguido por infeccBes pulmonares graves,
septicemias, além de meningites em lactentes (KONEMAN et al., 2008).

Em meios de isolamento, como agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e &gar
MacConKey, K. pneumoniae exibem colbnias grandes, de consisténcia mucdide (Figura 1).
Microscopicamente, sdo bacilos Gram-negativos, imoveis, nao esporulados e envolvidos
por capsulas polissacaridicas, nas quais estdo presentes diferentes antigenos que permitem
a diferenciacdo do género em 77 sorotipos (ZHAO et al., 2010). Como caracteristicas
bioguimicas, sdo fermentadores de lactose, produzem a enzima urease (algumas cepas
hidrolizam a uréia lentamente), ndo produzem indol (propriedade que a distingue da
espécie K. oxytoca que € indol positiva) e ndo sdo capazes de produzir sulfeto de

hidrogénio.

Figura 1. Isolamento de K. pneumoniae em Agar MacConkey
(Fonte: http://www.infoescola.com/reino-monera/super-bacteria-kpc)
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O género Klebsiella recebeu esta designacdo, no final do século XIX, em
homenagem a Edwin Klebs, um microbiologista alemdo (KONEMAN et al., 2008). O
bacilo também foi descrito por Carl Friedlander e durante muitos anos era conhecido como
grande causador de pneumonia grave, muitas vezes fatal. Taxonomicamente, as espécies
do género Klebsiella eram classificadas em K. oxytoca, K terrigena, K. planticola, K.
ornithynolytica e K. pneumoniae (JRSKOV; @RSKOV, 1984). K. pneumoniae
compreende as subespécies: pneumoniae, ozaenae e rhinoscleromatis. Usualmente refere-
se a espécie K. pneumoniae subsp. pneumoniae como K. pneumoniae e as outras duas
subespécies como K. ozaenae e K. rhinoscleromatis (PODSCHUM; ULLMANN, 1998).
Klebsiella ozaenae € isolada do nariz em casos de ozena (atrofia fétida das mucosas) e K.
rhinoscleromatis é isolada de lesdes granulomatosas destrutivas do rinoscleroma
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Klebsiella terrigena e K. planticola eram
inicialmente consideradas restritas a ambientes aquaticos e de solo, porém estas espécies ja
tém sido isoladas de infecgdes respiratorias humanas (PODSCHUM; ULLMANN, 1994).
As espécies K. terrigena, K. planticola e K. ornithynolytica foram reclassificados
taxonomicamente, em um novo género chamado Raoutella (DRANCOURT et al., 2001).
A estrutura filogenética do género Klebsiella foi recentemente analisada (BRISSE;
VERHOEF, 2001; BOYE; HANSEN, 2003; ROSENBLUETH et al., 2004;
DRANCOURT et al., 2005). Esses estudos mostram a complexidade taxondmica deste
organismo. Duas novas espécies foram descritas: (1) Klebsiella variicola que estava sendo
identificada por métodos convencionais como K. pneumoniae, mas foi considerada como
uma nova espécie baseando-se principalmente na analise das sequiéncias dos genes rpoB,
gyrA, mdh, infB, phoE e nifH, pertencentes a vérias linhagens, incluindo bactérias isoladas
a partir de plantas e humanos (ROSENBLUETH et al., 2004) e (2) Klebsiella
singaporensis, baseado nas sequéncias dos genes de RNAr 16S e do gene rpoB. Tanto K.
pneumoniae, quanto K oxytoca sdo as principais espécies do género responsaveis por
infeccbes hospitalares, sendo a K. pneumoniae a espécie clinicamente mais importante,
devido a associacdo com altas taxas de mortalidade (HARYANI et al., 2007).

Klebsiella pneumoniae é a bactéria Gram-negativa mais frequentemente envolvida
em infeccOes hospitalares e surtos nosocomiais (FREITAS et al., 2003; PEREIRA et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2010). Muitos surtos causados por este organismo tém sido
descritos na literatura, geralmente acomete pacientes internados em areas de alto risco, tais

como unidades de terapia intensiva ou UTI neonatal, embora as areas de menor risco,
23



CABRAL, AB. Caracterizacdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae...

como areas cirdrgicas/clinicas e asilostambém podem ser afetadas (PATERSON;
BONOMO, 2005; VELASCO et al., 2009). Klebsiella pneumoniae é um importante
patdgeno oportunista. Em ambientes clinicos, o trato gastrointestinal dos pacientes e as
méaos do profissionais de salde sd@o 0s mais importantes reservatorios para a transmissao
(SCHJORRING; STRUVE; KROGFELT, 2008). Em individuos sadios, a espécie K.
pneumoniae é encontrada com frequéncia de 5 a 32% nas fezes e de 1 a 6% na orofaringe.
Em pacientes hospitalizados pode haver um aumento dessa prevaléncia para 77% em
amostra de fezes e 19% na secrecdo de nasofaringe (KONEMAN et al., 2008).

Klebsiella pneumoniae tem sido relatada como a mais frequente espécie produtora
de ESBLs (BRATU et al., 2005¢). Em alguns paises a prevaléncia da producdo de ESBL
aproxima-se de 50% (LEAVITT et al., 2009). Nos hospitais brasileiros, esta frequéncia €
maior do que a observada em muitos hospitais europeus e americanos, Marra et al.
(2006a), detectaram 51,8% de ESBLSs positivos analisando 108 isolados de K. pneumoniae
causadores de infeccBes sanguineas, prevaléncia maior que outras descritas na literatura
como Canada (5%), Estados Unidos (8%), Europa (23%) e Pacifico Ocidental (25%)
(SADER et al., 2001; WINOKUR et al., 2001; NOGUEIRA et al., 2006; VILLEGAS et
al., 2008; DROPA et al., 2009).

A resisténcia a outras classes de drogas entre isolados produtores de ESBL limita as
opcOes terapéuticas Uteis contra tais cepas (SCHWABER et al., 2005), tornando os
carbapenémicos os agentes mais eficientes (TUMBARELLO et al., 2007). A emergéncia
da resisténcia aos carbapenémicos em K. pneumoniae, estd mais relacionada a producdo de
carbapenemases, como metalo-enzimas ou enzimas KPC, que a outros mecanismos de
resisténcia, como producdo de ESBL e deficiéncia na expressdo de proteinas da membrana
externa (OMPs) OMPK35 e OMPK36 (LEAVITT et al., 2009; WOODFORD et al., 2007).

Yegneswaran, Numsuwan e Alcid (2010), analisando 106 isolados de K.
pneumoniae entre 2007 a 2009 nos Estados Unidos, encontraram 7,5% positivos para KPC.
Bratu et al. (2005a), detectaram que 24% dos isolados de K. pneumoniae de New York
possuiam 0s genes blakpc2 € blakpc-s, sendo que a maioria (88%) dos isolados KPC
pertenciam a um mesmo ribotipo. Martins et al. (2010), analisando 40 isolados da cidade
de Recife-PE, sendo 12 K. pneumoniae, encontraram 16 positivos para blakpc, sendo 10 K.
pneumoniae, logo a taxa de producdo de KPC dentre os isolados de K. pneumoniae foi
83,3% (10/12).
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Ao longo dos Ultimos anos, estudos tém relatado a disseminacéo de MBLs tipo
VIM em Enterobacteriaceae (WALSH et al., 2005), sugerindo a disseminacdo desses
determinantes de resisténcia entre diversos patdgenos. Apds o primeiro relato de IMP em
K. pneumoniae no Brasil, evidenciou-se ampla disseminacdo desse mecanismo de

resisténcia entre varios patégenos nos hospitais brasileiros (LINCOPAN et al., 2005).

2.2. Plasmideos

Além do cromossomo bacteriano, as bactérias podem conter pequenas moléculas
circulares de DNA de dupla fita, denominadas plasmideos (TORTORA; FUNKE; CASE,
2005). Esses elementos genéticos autoduplicam-se de forma independente da replicacao
cromossémica, podendo existir em nimero variavel dentro da célula bacteriana e tendo
funcdes diversas e seletivas. Portanto, podem ser classificados como plasmideos de
resisténcia (Plasmideos R), de viruléncia, metabdlicos e conjugativos (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008). Até 0 momento, 27 plasmideos em K. pneumoniae variando de 3
Kb a 270 Kb tém sido seqlienciados (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/genlist.cgi?
taxid=2;type=2; name=Bacteria%20 Plasmids) (GOLEBIEWSKI et al., 2007; SHEN et
al., 2008; ZHAO et al., 2010).

Os plasmideos R ou fatores R (fatores de resisténcia) albergam genes de resisténcia
e possuem importancia médica significativa. Eles foram descobertos no Japédo no final da
década de 50 ap0s varias epidemias de disenteria. Apos o isolamento, descobriu-se que 0
patdégeno era resistente a uma série de antibidticos diferentes e apresentava diferentes
fatores R (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Muitos plasmideos de resisténcia contém
dois grupos de genes. Um grupo é denominado fator de transferéncia (FTP) e inclui genes
para replicacdo e conjugacdo. O outro, 0 R determinante, tem genes de resisténcia.
Diferentes plasmideos R quando presentes na mesma célula podem se recombinar. Os
plasmideos podem ser transferidos de uma bactéria para outra por conjugacdo ou
transformacdo (Figura 2). A transferéncia destes plasmideos de resisténcia pode ocorrer

inter e intra-espécie, facilitando a disseminacéo da resisténcia (OZGUMUS, 2008).
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Figura 2. Mecanismo de conjugacdo bacteriana
(Fonte: http://www.libertaria.pro.br/d_ressurgentes_arquivo/conjugacao.gif&imgrefurl)

Bistué et al. (2008), mostraram a similaridade entre o plasmideo de
multirresisténcia pMET1 em K. pneumoniae com o plasmideo pCRY em Yersinia pestis,
sugerindo que podem compartilhar um ancestral comum, indicando um alto risco de
disseminacdo de genes de resisténcia a antibioticos entre bactérias entéricas. Verma et al.
(2001), sugerem que a persisténcia de estirpes multirresistentes no trato digestivo e
urinario provavelmente facilita a conjugacdo de plasmideos de cepas multirresistentes a
outras enterobactérias. A transferéncia de genes de resisténcia entre as bactérias
potencialmente patogénicas no trato gastrointestinal resulta em bactérias multirresistentes
que podem causar infeccdes e se espalhar para organismos diferentes levando a falha de
tratamento. Portanto, a flora enddgena pode atuar como um reservatdrio de transferéncia de
genes de resisténcia a bactérias patogénicas, que podem levar a infeccbes com
possibilidades limitadas de tratamento (SCHJORRING; STRUVE; KROGFELT, 2008).
Cepas resistentes de diferentes géneros de Enterobacteriaceae e que contém plasmideos R
podem estar presentes no trato gastrintestinal em um nivel baixo e depois do tratamento
antimicrobiano, serem selecionadas para colonizar o intestino (OZGUMUS et al., 2008).

Plasmideos ndo conjugativos podem ser transferidos de uma célula para outra ao se
introduzirem em um plasmideo conjugativo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Outras

estruturas genéticas, como transposons e integrons podem se ligar ao plasmideo R levando

26


http://www.libertaria.pro.br/d_ressurgentes_arquivo/conjugacao.gif&imgrefurl

CABRAL, AB. Caracterizacdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae...

genes de resisténcia adicionais. Os plasmideos sdo distinguidos uns dos outros pela
diferenca de peso molecular, expresso em quilo base (Kb) e medido pela diferenca de
migracdo eletroforética em gel de agarose (DOMENICO et al., 1992). O tamanho e o
numero de plasmideos determinam distintos perfis plasmidiais (FEIZABADI et al., 2008).
Grandes plasmideos séo frageis e apresentam-se em baixo nimero de cépias (EISEN et al.,
1995). Plasmideos sdo geneticamente diferentes e contém uma seérie de mutagdes,
incluindo mutacBes benéficas e neutras, ou quase neutras, que sdo mutacdes que nao
podem conferir uma vantagem seletiva, mas ainda assim sdo comumente encontradas. A
diversidade genética em plasmideos de K.pneumoniae mostra claramente que as bactérias
podem reforcar sua resisténcia a antibiéticos frequentemente pela troca de plasmideos de
multirresisténcia e também pela elevada taxa de mutacdo em plasmideos (ZHAO et al.,
2010). Perfis plasmidiais tém sido utilizadas em paralelo com outras técnicas de tipagem
para estudar a epidemiologia das infec¢6es por K. pneumoniae (FEIZABADI et al., 2008).
A extracdo de plasmideos é relativamente rapida, barata e tecnicamente simples além de
fornecer resultados facilmente interpretaveis, por outro lado, tem a desvantagem de nao ter
boa reprodutibilidade, pois os plamideos sdao moléculas instaveis, podendo ser eliminados
da célula bacteriana.

A grande facilidade de K. pneumoniae em adquirir plasmideos de multirresisténcia,
através de conjugacdo bacteriana, faz com que essa espécie tenha alta taxa de resisténcia a
diferentes antimicrobianos, principalmente aos B-lactamicos (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008). A resisténcia a varios antimicrobianos € bem correlacionada com a presenca ou
auséncia de plasmideos. Organismos que expressam ESBL sdo frequentemente resistentes
a outros agentes antimicrobianos, pois muitos desses genes de resisténcia adicionais sdo
codificados nos plasmideos associados a ESBL (WINOKUR et al., 2001).

Sharma; Ray e Sharma (2010), descrevem uma tendéncia no aumento de resisténcia
com o0 aumento do numero de plasmideos. Cepas abrigando multiplos plasmideos
simultaneamente exibem co-resisténcia as diferentes classes de antibidticos, portanto ha
uma forte correlacdo entre o nimero de plasmideos abrigados por um isolado e a
resisténcia apresentada a varias drogas. A analise estatistica deste trabalho revelou que os
organismos com maior numero de plasmideos sdo resistentes a um maior nimero de
drogas. SHAHID et al. (2008), compararam a perda da resisténcia a antibioticos a perda
de contetido do plasmideo, notando que todos os isolados de K. pneumoniae que perderam

plasmideos tornaram-se susceptiveis a determinados antibiéticos.
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A presenca de plasmideos de alto peso molecular (60 a 180 Kb) em isolados
clinicos de K. pneumoniae tem sido observada em varios paises e tem sido frequentemente
associada com a producéo de ESBLs (LI; LIM, 2000; CHANAWONG et al., 2002; WEI et
al., 2005). Estas enzimas inativam os antimicrobianos B-lactdmicos, conseqlientemente a
atividade terapéutica dessas drogas torna-se ineficaz e a bactéria ndo € eliminada no local
da infeccdo (SOUZA JR.; FERREIRA; CONCEICAO, 2003).

B-lactamases, mediadas por plasmideos, que conferem resisténcia aos
carbapenémicos também tém sido reportadas em plasmideos de K. pneumoniae (YAN;
KO; WU, 2001; MOLAND et al., 2003; POIREL et al., 2004a). WENDT et al. (2010),
encontraram plasmideos de 80 Kb associados a blakpc2, que sdo consideravelmente
menores que outros plasmideos descritos carreando genes blakpc, podendo indicar eventos
de recombinacdo. Monteiro et al. (2009), relacionaram a presenca do gene blakpc., €
blactx-m-2 com um unico plasmideo de 60 Kb através de experimentos de transformacao.

Giakkoup et al. (2009), através de experimentos de hibridizacdo indicaram a
existéncia de plasmideos de alto peso molecular (aproximadamente 350 Kb) codificando o
gene blayv;. Ktari et al. (2006), mostraram a presenca de dois grandes plasmideos
(maiores que 130 Kb) nos isolados de K. pneumoniae. Por PCR (reagdo em cadeia da
polimerase), comprovaram que o menor codificou enzimas CMY-2e VIM enquanto o
maior codificou B-lactamases CTX-M e TEM. Queenan e Bush (2007), demostraram que
um plasmideo de 450 Kb carreava o gene blavp.o. Esses eventos reforcam o problema da
resisténcia aos antibidticos em isolados de K. pneumoniae, um organismo com notoria

habilidade de acumular e transferir determinantes de resisténcia.

2.3. Antimicrobianos B-lactamicos

Antimicrobianos sdo drogas que tém agdo sobre microrganismos e que podem ter
origem natural ou semi-sintética, produzidos totalmente ou parcialmente por
microrganismos, como também podem ser sintetizados em laboratorio, neste caso séo
chamados quimioterapicos (RANG et al., 2006). Geralmente estas drogas apresentam um
largo espectro de acdo, ou seja, eles atuam sobre varios tipos de microrganismos. As
diferentes classes de antibidticos apresentam diferentes mecanismos de agdo, atuando

principalmente na parede celular ou ribossomos, mas também podem atuar na membrana
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citoplasmatica, &cidos nucléicos e no metabolismo bacteriano. De acordo com o
mecanismo de acdo, algumas destas drogas ndo sdo seletivas e também atuam sobre as
células humanas, causando efeitos adversos. Os principais grupos de antimicrobianos
utilizados para enterobactérias, como a K. pneumoniae sdo: B-lactamicos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol e quinolénicos (CLSI, 2007).

Os B-lactdmicos sdo os antibidticos mais prescritos mundialmente devido a boa
atividade, baixa toxicidade e grande variedade dos compostos disponiveis (THERRIEN;
LEVESQUE, 2000). Mais de 40 moléculas estruturalmente diferentes de B-lactdmicos
estdo disponiveis em 73 formulagBes e a maioria estd prescrita para uso medico em
hospitais. p-lactamicos sdo bem tolerados pelo ser humano com poucos efeitos
colaterais. Eles interagem muito especificamente com o seu alvo bacteriano, a D-alanil-D-
alanina carboxipeptidase transpeptidase, normalmente referido como o DD-peptidase.

O grande nimero de antimicrobianos B-lactamicos naturais, semi-sintéticos e
sintéticos pode ser subdividido em seis diferentes subtipos estruturais: (1) penams que
incluem os derivados de penicilinas (por exemplo, ampicilina e benzilpenicilina), (2)
cephems que incluem as cefalosporinas classica, cefalosporinas de 22 geracdo (cefuroxima
e cefotiam, por exemplo) e também representantes das cefalosporinas de 3 2 geracao (por
exemplo, ceftazidima, cefotaxima), (3) cefamicinas como 7-metoxi-cefalosporinas (por
exemplo, cefoxitina), (4) monobactamicos como moléculas monociclica (por exemplo,
aztreonam), (5) penems com uma ligacdo dupla 2,3 no anel thiazoline (Faropenem, por
exemplo) e (6) carbapenémicos (imipenem, por exemplo) diferindo da estrutura dos
penems pela posse de um atomo de carbono na posicdo 1 (PFEIFER; CULLIK; WITTE,
2010). A estrutura bésica destes antibi6ticos consiste de um anel B-lactdmico formado de
trés atomos de carbono e um de nitrogénio (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Todos 0s
antibioticos B-lactamicos interferem na sintese do peptideoglicano da parede celular
bacteriana. A penicilina foi o primeiro antibidtico e foi descoberto por Fleming em 1929. A
penicilina pertence a antibioticos p-lactdmicos que tém um efeito letal sobre as bactérias
através de uma interagdo com as proteinas alvo conhecidas como proteinas de ligacdo a
penicilina (PBPs), localizada na membrana celular (ZEBA, 2005). Apos a sua fixacdo aos
sitios de ligacdo na bactéria, das quais pode haver sete ou mais tipos em diferentes
microrganismos, os antibidticos B-lactdmicos inibem a enzima de transpeptidacdo que
forma ligacOes cruzadas das cadeias peptidicas ligadas ao arcabouco do peptideoglicano.

Entdo, PBPs sdo enzimas, transpeptidases, que estdo envolvidas nas ligagdes cruzadas do
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peptideoglicano da parede bacteriana. Os danos causados pelos B-lactdmicos as bactérias
especialmente no estado de crescimento vém da sua capacidade de se ligar as
transpeptidases e inativa-las. Este processo de inativacdo interrompe a constituicdo
fisiolégica normal do peptidoglicano da parede celular e induz a lise e morte celular. O
evento bactericida final consiste na inativacdo de um inibidor das enzimas autoliticas na
parede celular levando a lise da bactéria (RANG et al., 2006).

A hidrélise de antibidticos B-lactamicos por B-lactamases € o mecanismo mais
comum de resisténcia a esta classe de agentes antimicrobianos em bactérias Gram-
negativas clinicamente importantes (SOUZA JR.; FERREIRA; CONCEICAO, 2003;
BUSH; JACOBY, 2010). A emergéncia da resisténcia a antibiéticos p-lactdmicos vem
desde que o primeiro B-lactamico, penicilina, foi desenvolvido (BRADFORD, 2001). A
cada nova classe utilizada na terapia, novas p-lactamases emergem, causando resisténcia a
mesma classe de drogas. Presumivelmente, o uso de novos antibi6ticos no tratamento de
pacientes foi selecionando novas variantes de B-lactamases (BARDFORD, 2001).

Os carbapenémicos e os monobactamicos foram desenvolvidos para tratamento das
infeccdes por microrganismos Gram-negativos produtores de B-lactamases resistentes as
penicilinas e cefalosporinas (LIVERMORE et al., 2001). Quatro carbapenémicos
atualmente aprovados pela FDA (Food and Drug administration) para uso clinico:
imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem. Como essas drogas tém amplo espectro de
atividade, elas sdo frequentemente utilizadas para terapia empirica de infeccOes
potencialmente letais, tais como sepse. Carbapenémicos também sdo utilizados para
infeccbes com bacilos Gram-negativos multirresistente, como P. aeruginosa,
Acinetobacter spp. e Enterobacteriaceae produtoras de ESBL (BRADFORD, 2001; YIGIT
et al., 2001; PATERSON; BONOMO, 2005; WEI et al., 2007; PATEL; RASHEED;
KITCHEL, 2009). Isso porque estes antimicrobianos geralmente mantém a atividade e o
tratamento precoce com antibidticos inadequados pode resultar em maior mortalidade
(PATERSON et al., 2004; ANDERSON et al., 2007; BENNETT et al., 2010). De acordo
com Wirth et al. (2009), os carbapenémicos apresentam um bom espectro de atividade e
sdo estaveis a hidrolise pela maioria das B-lactamases, incluindo as ESBLSs.

O uso dos carbapenémicos tem aumentado nas ultimas duas décadas. Isto se deve,
em parte, a facilidade de entrar na célula bacteriana (SANTOS et al., 2008), a sua
resisténcia a hidrélise por ESBLs (EDWARDS; BETTS, 2000; PATERSON, 2006) e ao

seu vasto espectro de atividade antibacteriana. O ertapenem é um 1-B-metil carbapenem,
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que chegou ao uso clinico em 2001 (SHAH; ISAACS, 2003). E altamente ativo contra
bactérias Gram-negativas produtoras de ESBL e AmpC (LIVERMORE et al., 2001) e é
um importante agente para o tratamento destas infeccbes (LEAVITT et al., 2009).

A maior utilizacdo destas drogas no ambiente hospitalar resulta em uma maior
pressdo seletiva sobre a microbiota, o que favorece a selecdo de sub-populagdes de
microrganismos com sensibilidade diminuida ou resistentes a esses antimicrobianos
(MENDES et al., 2004a). A resisténcia aos carbapenémicos € incomum em organismos
entéricos (BRATU et al., 2005a; LOMAESTRO et al., 2006; PETRELLA et al., 2008),
entretanto, a resisténcia pode surgir por conhecidos mecanismos (YIGIT et al., 2001),
principalmente pela producdo de carbapenemases que degradam os antibioticos B-
lactdmicos do grupo dos carbapenémicos. Sdo classificadas em: MBLs, pertencentes ao
grupo 3 ou classe B (IMP, VIM, SPM, GIM); carbapenemases do grupo 2d ou classe D
(OXA-23, OXA-48) e carbapenemases do grupo 2f ou classe A (KPC, SME, NMC-A,
IMI) (BUSH, JACOBY; 2010).

2.4. Mecanismos de resisténcia e Beta-lactamases

As bactérias podem adotar varias estratégias para aumentar a resisténcia aos
antibidticos, incluindo as seguintes: bombas de efluxo que pode expulsar niveis
terapéuticos de antibidticos do interior da célula bacteriana (bomba de efluxo para
tetraciclina, transportador ABC); degradacdo da droga ou modificacdo por inativacao
enzimatica (B-lactamase, macrolideos fosfotransferase, adeniltransferase estreptomicina,
acetiltransferase aminoglicosideos, fosfotransferase aminoglicosideo), reducdo da
permeabilidade da membrana; sitios de acdo do antibiético alterado ou alteracdo da via
metabolica (MCKEEGAN; BORGES-WALMSLEY; WALMSLEY, et al., 2002; ZHAO et
al., 2010) (Figura 3).

31



CABRAL, AB. Caracterizacdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae...

Mecanismos de resisténcia bacteriana
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Figura 3. Mecanismos de Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
(Fonte: http://www.damedpel.com/CDD/40Ano/CGA/Antimicrobianos%20MS%20-
%202008/opas_web/modulo3/mec_animacao.htm)

Em K. pneumoniae, as porinas OmpK35 e OmpK36 parecem regular a entrada dos
carbapenémicos e outros p-lactimicos através da parede celular (MARTINEZ-
MARTINEZ, 2002; BENNETT et al., 2010). Um quinto mecanismo de resisténcia, caso
especifico para as sulfonamidas e trimetropim, se relaciona a capacidade da célula
bacteriana em evitar a rota metabdlica inibida por estes antibioticos (FARIAS, 2007). Em
isolados de K. pneumoniae, mutacdes pontuais na DNA girase A (GyrA), proteina parti¢ao
plasmideo (PARC), ou a bomba de efluxo multidrogas (ACRA) podem ser associados a
resisténcia as fluoroquinolonas (SCHNEIDERS; AMYES; LEVY, 2003; FU et al., 2008).

Bactérias Gram-negativas possuem diferentes estratégias moleculares para o
desenvolvimento de resisténcia a antibidticos B-lactamicos: (1) producdo de ESBL; (2)
aquisicdo de genes que codificam ESBL de bactérias ambientais como, por exemplo, o
blactx.m de Kluyvera spp.; (3) alto nivel de expressdo de genes de p-lactamases
codificados cromossomicamente como 0s genes blaoxa ou blaampc; (4) mobilizacdo dos
genes bla por incorporacdo em integrons e a transferéncia horizontal em outras espécies de
bactérias Gram-negativas; (5) disseminacdo de carbapenemases mediada por plasmideos
como KPC e MBLs e (6) ndo-expressao de genes de porina e expressdo de bomba de
efluxo baseados na resisténcia aos antibioticos (PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010).
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A resisténcia, em geral de bactérias a antibioticos B-lactdmicos depende de trés
principios bésicos: (1) a presenca de uma PBP alterada com baixa afinidade para p-
lactdmicos (ex. PBP2a em Staphylococcus aureus meticilina-resistentes); (2) bombas de
efluxo que, adicionalmente, usam B-lactimicos como substratos (ex. o sistema mex na P.
aeruginosa); (3) p-lactamases que clivam a ligacdo amida do anel B-lactamico, inativando
o0 antibidtico (PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010). A resisténcia a uma cefalosporina de
espectro extendido também pode ser explicada pela (1) expressdao de uma B-lactamase tipo
ampC ou (2) expressdo de TEM-1 ou SHV-1 B-lactamase em associacdo com alteracGes na
permeabilidade da membrana externa ou mesmo (3) pela presenga de um Unico inibidor de
B-lactamase (WINOKUR et al., 2001).

B-lactamases sdo enzimas capazes de degradar o anel B-lactamico dos antibidticos
transformando-os em produtos inativos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Séo enzimas
codificadas principalmente por genes plasmidiais que sdo encontrados com frequéncia
entre as enterobactérias, representando uma séria ameaca a atual terapia por antibidticos -
lactamicos (THERRIEN; LEVESQUE, 2000; HAEGGMAN et al., 2004; JEONG et al.,
2004; WOODFORD et al., 2005). No inicio de 1960 TEM-1 foi descrita na Europa, a
primeira p-lactamase plasmideo mediada, em uma linhagem de Escherichia coli.
Posteriormente espalhou-se em todo o mundo para outras espécies de bactérias (P.
aeruginosa, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, dentre outras)
(BRADFORD, 2001). Ao mesmo tempo, outra enzima surgiu, a SHV-1. Esta p-lactamase
é codificada cromossomicamente em K. pneumoniae mas codificada por plasmideos em E.
coli (ZEBA et al., 2005). SHV-1 e TEM-1 sdo provavelmente as mais predominantes
hidrolases de pB-lactamicos em espécies como K. pneumoniae e E. coli. Klebsiella
pneumoniae € conhecida por abrigar, pelo menos, dois tipos de p-lactamases codificadas
cromossomicamente sendo SHV-1(BABINI; LIVERMORE, 2000; DROPA et al., 2009) e
LEN-1, as quais conferem resisténcia a ampicilina, amoxicilina, carbenicilina e ticarcilina,
sendo também codificadas por transposons e integrons (SOUZA LOPES et al., 2005).
Souza Lopes et al. (2005), verificaram também que todos os isolados foram resistentes a
ampicilina, mesmo aqueles que ndo apresentavam plasmideos mostrando que a resisténcia
a ampicilina em K. pneumoniae esta relacionada a genes cromossdmicos.

Mais de 50 anos de uso inadequado ou abusivo de B-lactamicos para tratamento de
infeccOes hospitalares e comunitdrias criou uma enorme pressdo seletiva sobre o

ecossistema bacteriano. Levando a selecdo de cepas resistentes produtoras de novas f-
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lactamases ou variantes das B-lactamases cléssicas, resultando no aumento da morbidade,
mortalidade e custos nos cuidados de salde. A evolucdo das B-lactamases foi acelerada
pelo uso intensivo de B-lactdmicos naturais e semi-sintéticos em diversos ambientes, tais
como agricultura, industria e medicina. Surpreendentemente, cerca da metade dos
antimicrobianos produzidos nos paises industrializados sdo usados para fins agricolas e
suplementacdo alimentar para animais (THERRIEN; LEVESQUE, 2000). Hoje, as
bactérias sdo geneticamente mais complexas do que ha uma ou duas décadas. Ndo so
devido aos novos mecanismos de resisténcia como ESBL, mas também devido a isolados
que produzem mudltiplas B-lactamases, representando um grave problema terapéutico em
muitas partes do mundo (SHARMA; RAY; SHARMA, 2010). De fato a existéncia de B-
lactamases juntamente com ESBLs, multiplas ESBLs e ESBLs com MBLs se tornou
comum em K. pneumoniae multirresistente (YAN; KO; WU, 2001; ESSACK; HALL;
LIVERMORE, 2004).

A primeira B-lactamase foi descrita em 1940 por Abraham e Chain
(BERTONCHELI; HORNER, 2008). Estas enzimas, provavelmente ja existiam antes da
descoberta dos antibidticos B-lactdmicos e podem desempenhar outros papéis nas bactérias
(ZEBA et al., 2005). Estudos apdiam o conceito de que a fungdo fisiologica das -
lactamases é reestruturar o glicopeptideo durante o crescimento da célula bacteriana, pois
foi verificado que a sintese de B-lactamase pode ser induzida pela presenca de precursores
da parede celular no meio extracelular (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Sua sintese
também pode ser induzida pela presenca de antibidticos P-lactdmicos. Até hoje B-
lactamases tém sido encontradas exclusivamente em bactérias. A atividade de p-lactamase
ndo foi detectada em fungos produtores de B-lactamicos, como espécies de Penicillium e
Cephalosporium. Sobre a origem dessas enzimas, a idéia aceita hoje é que B-lactamases
sdo o resultado de conversao de PBPs por transformacao genética. Isto significa que ambos
os tipos de proteinas tém um ancestral em comum (ZEBA et al., 2005).

Ao final de 2009, o numero de seqliéncias unicas de proteina para p-lactamases
ultrapassou 890 (http://www.lahey.org/Studies; BUSH; JACOBY, 2010). A Classifica¢do
de B-lactamases tem sido tradicionalmente baseada tanto nas caracteristicas funcionais das
enzimas quanto na sua estrutura principal (BUSH; JACOBY, 2010). As razdes para a
diversidade das B-lactamases sdo muitas, as serina-p-lactamases sdo enzimas antigas,
estima-se que evoluiram por mais de 2 bilhdes de anos (HALL; BARLOW, 2003)). Essas

enzimas sdo encontradas em bactérias que vivem em uma grande variedade de ambientes e,
34


http://www.lahey.org/Studies/

CABRAL, AB. Caracterizacdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae...

portanto, estdo sujeitas a pressdes seletivas diferentes. Além disso, sdo enzimas adaptaveis
que evoluiram para evitar sua danificacdo por compostos que funcionam como inibidores
enzimaticos (MEDEIROS, 1997).

Os genes bla foram beneficiados com muitos mecanismos de transferéncia
horizontal entre as bactérias e se espalharam para novos hospedeiros, tornando-se parte de
plasmideos de multirresisténcia, agora comuns em isolados clinicos. Portanto, ha uma
previsdo segura que as PB-lactamases continuardo a evoluir, assim como esquemas de
classificacdo necessarios para a sua descricao.

As B-lactamases sdo bastante diversificadas podendo ser agrupadas em 4 classes
moleculares (A, B, C e D) de acordo com as caracteristicas estruturais (classificacdo de
Ambler) ou em 3 principais grupos de acordo com caracteristicas funcionais e moleculares
(esquema de Bush-Jacob-Medeiros de 1995) (ROBIN et al., 2005; BUSH; JACOBY,
2010).

As classes A, C e D incluem enzimas capazes de hidrolisar os substratos, formando
uma enzima acil através de um sitio ativo de serina, enquanto que a classe B sdo metalo-
enzimas que utilizam pelo menos um sitio ativo de ions zinco a fim de facilitar a hidrélise
de B-lactdmicos (BUSH; JACOBY, 2010).

As enzimas do grupo 1 sdo cefalosporinases pertencentes a classe molecular C que
séo codificadas cromossomicamente em Enterobacteriaceae e poucos outros organismos
(JACOBY, 2009).

O grupo 2 compreende as serina-f-lactamases, inclue as classes A e D e representa
0 maior grupo de B-lactamases, devido principalmente ao aumento na identificagdo de
ESBLs durante os ultimos 20 anos (CHANAWONG et al., 2002; COQUE et al., 2002).

Subgrupo 2b hidrolisa facilmente penicilinas e cefalosporinas antigas, tais como
cefaloridina e cefalotina e é fortemente inibido pelo acido clavulanico e tazobactam. Inclue
as enzimas TEM-1, TEM-2 e SHV-1, 0 mais comum grupo de 3-lactamases mediadas por
plasmideos identificadas em 1970 e 1980. Desde 1995, pelo menos 9 TEM e 29 SHV do
subgrupo 2b tém sido descritas (http://www.lahey.org/Estudos; BUSH; JACOBY, 2010).

Subgrupo 2be compreende as ESBLs. Estas enzimas de amplo espectro mantém a
atividade contra penicilinas e cefalosporinas do subgrupo 2b, além de hidrolisar um ou
mais oximino-B-lactdmicos, como a ceftazidima, cefotaxima e aztreonam. O primeiro e
maior subconjunto do subgrupo 2be foi obtido por substituicdes dos aminoécidos em

TEM-1, TEM-2 e SHV-1 que ampliou seu espectro hidrolitico (QUEENAN et al., 2004).
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TEM e SHV ESBLs foram juntadas pela semelhanga funcional, posteriormente enzimas
CTX-M (BONNET, 2004). Como o nome indica, a maioria das enzimas CTX-M
hidrolisam cefotaxima mais prontamente que ceftazidima. Muitas hidrolisam cefepime
clavuléanico, um recurso usado na deteccdo por laboratorios de andlises clinicas (CLSI,
2009).

Enzimas do subgrupo 2br sdo B-lactamases que adquiriram resisténcia ao acido
clavulanico e inibidores relacionados. Atualmente 36 das 135 enzimas TEM,
caracterizadas funcionalmente, tém essa propriedade e incluem enzimas como a TEM-30 e
TEM-31 (IRT-1 e IRT-2, respectivamente), bem como 5 das correspondentes 72 SHV
funcionalmente caracterizadas (por exemplo, SHV-10). Nenhuma CTX-M pB-lactamase
demonstrou essa caracteristica até o momento (http://www.lahey.org/Studies; BUSH,;
JACOBY, 2010).

Subgrupo 2d compreende as OXA carbapenemases da classe D de Ambler.
Essencialmente encontradas em Acinetobacter spp. sendo incomuns em outros géneros de
bactérias. Porém ha um relato de OXA carbapenemases em P. aeruginosa (WALTHER-
RASMUSSEN; HOIBY, 2006), e dois relatos de OXA carbapenemases em
Enterobacteriaceae, OXA-48 codificada por plasmideo em K. pneumoniae isolada da
Turquia (POIREL et al., 2004a) e OXA-23 cromossomicamente codificadas em Proteus
mirabilis da Franca (BONNET et al., 2002; PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009).

O subgrupo 2f compreende as serina-carbapenemases da classe molecular A, tendo
os carbapenémicos como substrato. Estas enzimas sdo melhor inibidas pelo tazobactam do
que pelo &cido clavulanico. SME, IMI-1 e CNM-1 sdo os representantes cromossdmicos
das enzimas do subgrupo 2f (QUEENAN; BUSH, 2007). Mais preocupante, no entanto, €
0 subgrupo 2f mediado por plasmideo, incluindo enzimas KPC e algumas GES (antiga
IBC). A carbapenemase KPC em particular, tém sido recentemente associada com grandes
surtos de infeccbes por bactérias Gram-negativas multirresistente em hospitais em Nova
York (BRADFORD et al., 2004; BRATU et al., 2005a; 2005b; 2005c) e em lIsrael
(LEAVITT et al., 2009), propagando-se mundialmente (VILLEGAS et al., 2006; WEI et
al., 2007; MONTEIRO et al., 2009; ZAVASCKI et al., 2009).

O grupo 3 compreende as MBLs que hidrolizam penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos e que ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico. Elas diferem

estruturalmente das outras B-lactamases por sua exigéncia de um ion de zinco no sitio
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ativo. Funcionalmente, j& foram distinguidas principalmente pela sua capacidade de
hidrolisar carbapenémicos, porém algumas serina-p-lactamases tém agora adquirido essa
habilidade. Em contraste com as serina-B-lactamases, MBLs tém uma fraca afinidade ou
capacidade hidrolitica para monobactamicos e ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico
ou tazobactam. Em vez disso, elas sdo inibidas por metais quelantes de ions tais como
EDTA, &cido dipicolinico ou 1,10-o-fenantrolina (MARCHIARO et al., 2008). O
subgrupo 3a inclui as principais familias de MBL plasmidiais, tais como IMP e VIM que
tém aparecido globalmente, principalmente em bactérias ndo-fermentadoras, mas também
em Enterobacteriaceae. O  subgrupo 3b contém um  pequeno  grupo de MBLs que
preferencialmente hidrolisam carbapenémicos em contraste as penicilinas e cefalosporinas
(BUSH; JACOBY, 2010).

Existem varios mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos (JACOBY;
MUNOZ-PRICE, 2005; PATERSON, 2006; QUEENAN; BUSH, 2007; BENNETT et al.,
2010). Desde 2003 tem sido relatado o surgimento de isolados de K. pneumoniae agentes
de surtos de infeccBes hospitalares produtores de carbapenemases (KPC-2 e -3) na cidade
de Nova York (MOLAND et al., 2003; WOODFORD et al., 2004a; BRATU et al., 2005a;
2005b; 2005c) e MBLs, IMP e VIM, no Japéo e na Italia, respectivamente (WATANABE
etal., 1991; LAURETTI et al., 1999).

2.5. Beta-lactamases de espectro extendido (ESBLS)

A maior parte das ESBLs é derivada das B-lactamases TEM-1, TEM-2 ou SHV-1
que sdo amplamente distribuidas dentre a familia Enterobacteriaceae (WINOKUR et al.,
2001). Através de mutacdes pontuais, ocorre substituicdo de um ou mais aminoacidos na
cadeia original aumentando o espectro hidrolitico da enzima consequentemente permitindo
a inativagdo de P-lactdmicos mais recentes como as cefalosporinas de 3° (Ceftazidima,
Cefotaxima, Cefoxitina) e 4° geracdo (Cefepime) e monobactamicos, como Aztreonam
(SABIHA et al., 2001). Mais recentemente, uma série de enzimas ESBL que ndo estdo
relacionadas com as enzimas TEM e SHV foram descritas (BUSH; JACOBY, 2010).
Enzimas do tipo CTX-M foram identificadas nos Gltimos anos. Estas enzimas ndo estdo
relacionadas as enzimas TEM ou SHV porque compartilham apenas 40% de identidade

(MINARINI et al., 2007). A localizagdo desses genes em elementos mdveis podem
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aumentar a dispersdo das ESBLs entre as diferentes cepas de enterobactérias (PITOUT et
al., 2005; LOPES et al., 2010).

Devido ao amplo uso de B-lactdmicos ao longo das Gltimas décadas na pratica
clinica, varias B-lactamases tém surgido, tornando-se um problema mundial (CHENG et
al., 2009; GOYAL et al., 2009). Isolados de Klebsiella spp.sdo frequentemente
multirresistentes e sdo o0s hospedeiros principais de ESBLSs. Bactérias Gram-negativas com
maultiplas pB-lactamases tém sido relatadas em varios lugares (ESSACK et al., 2001). O
surgimento de organismos complexos leva a diversas implicacbes. Em primeiro lugar, a
producdo de vérias B-lactamases aumenta a probabilidade que os inibidores de pB-
lactamases sejam ineficazes. Em segundo lugar, tal complexidade restringe a leitura
interpretativa de antibiogramas. Em terceiro lugar, a vigilancia da base molecular da
resisténcia antimicrobiana torna-se progressivamente mais dificil, com a crescente
probabilidade de que alguns mecanismos de resisténcia serdo mascarados por outros
(ESSACK; HALL; LIVERMORE, 2004). A resisténcia devido a producdo de ESBL pode
ser dificil de detectar porque K. pneumoniae pode hiperproduzir B-lactamases ndao ESBL
(por exemplo, SHV-1) ou possuem modificacdes em proteinas da membrana externa, que
também conferem um fendtipo semelhante a ESBL causando resultados falso-positivos
(RICE et al., 2000; WU et al., 2001; SCHWABER et al., 2004; MENDONCA,;
FERREIRA; CANICA, 2006). Mendonga, Ferreira e Canig¢a (2006), encontraram nove
classificacbes falso-positivas de produtores de ESBL, utilizando métodos fenotipicos. Os
motivos incluem modificacBes em proteinas de membrana externa (RICE et al., 2000),
hiper-producdo da enzima SHV-1 devido ao elevado numero de cépias de genes
(PODBIELSKI et al., 1991) ou mutagdo em um Unico par de base na seqliéncia promotora
(RICE et al., 2000).

Mendonca, Ferreira e Canica (2006), mostraram também que a deteccdo e
confirmacéo de cepas produtoras de ESBL é um problema e que K. pneumoniae produtoras
de ESBL séo provavelmente esquecidas em alguns hospitais e laboratérios privados. Este
fato pode constituir uma ameaca real, porque (1) had um efeito de inoculo in vivo, bem
como in vitro, com o consequente aumento da resisténcia as cefalosporinas de espectro
extendido; (2) K. pneumoniae € um importante patogeno nosocomial e (3) € um frequente
produtor de ESBL mundial. E ainda pacientes com infeccbes causadas por

Enterobacteriaceae produtores de ESBL ndo devem ser tratados com antibioticos f-
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lactdmicos, devido ao risco de falha terapéutica e maior infectividade que poderia resultar
em morte (OLIVEIRA et al., 2010).

As cepas de K. pneumoniae produtoras de ESBLs foram inicialmente identificadas
na década de 80, na Alemanha por Knother em 1983 e logo se tornaram prevalentes na
Europa disseminando-se para diferentes géneros de enterobactérias, causando sérios
problemas terapéuticos em vérios paises do mundo (OZGUMUS et al., 2008). A
introducdo de cefalosporinas de terceira geracao, que comecou com cefotaxima ha 30 anos,
foi um marco na quimioterapia antimicrobiana. Sem duvida, como conseqiiéncia da
pressdo seletiva exercida por essas novas cefalosporinas, a resisténcia em espécies de
enterobactérias surgiu alguns anos depois (PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010). Naquela
época, duas principais causas foram especificadas: (1) expansdo do espectro do substrato
de TEM e SHV B-lactamases que ja estavam amplamente disseminadas, devido a
localizagéo plasmidial destes genes (JARLIER et al., 1988) e (2) expressédo constitutiva de
alto nivel do gene ampC intrinseco que codifica uma cefamicinase (cefoxitina como
indicador de substrato fenotipico) (SANDERS; SANDERS, 1992). O surgimento e a
rapida disseminacdo de cepas K. pneumoniae produtoras de ESBL é responsavel por surtos
de infec¢do em todo o mundo. Unidades de terapia intensiva sdo particularmente sensiveis
em termos de desfechos clinicos e esses organismos tém sido implicados no aumento da
morbidade e mortalidade (PATERSON; BONOMO, 2005; MENDONCA; FERREIRA,
CANICA, 2006).

Coque; Baquero e Canton (2008), demonstraram que a frequéncia de
Enterobacteriaceae produtores de ESBLs na Espanha tinha aumentado de menos de 1%
para 5% entre os pacientes ambulatoriais e de menos de 1% para 12% entre os pacientes
hospitalizados entre 1991 e 2003, com uma prevaléncia de 4% em voluntarios saudaveis
durante 2004. Alguns recentes estudos brasileiros mostram a alta prevaléncia de
enterobactérias produtoras de ESBL em centros de salde e até mesmo na comunidade,
especialmente em isolados de K. pneumoniae (NOGUEIRA et al., 2006; MINARINI et
al., 2007; SILVA DIAS; BORGES-NETO; FERRAIUOLI, 2008; DROPA et al., 2009;
LOPES et al., 2010).

H& mais de 300 ESBLs descritas até o momento, a maioria delas, derivadas de
grupos TEM, SHV e CTX-M com 174, 119 e 95 variantes, respectivamente
(http://lwww.lahey.org/Studies; DROPA et al., 2009; JONES et al., 2009; ZHAO et al.,

2010). Genes que codificam ESBL sdo geralmente localizados em plasmideos
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transferiveis, que podem carrear outros determinantes de resisténcia, tais como os de
resisténcia a aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim e sulfonamidas
(MINARINI et al., 2007). O achado de resisténcia a varios antibioticos entre isolados
produtores de ESBL ¢é previsivel uma vez que os genes que codificam ESBL geralmente
estdo localizados em plasmideos auto-transmissiveis, que muitas vezes carregam outros
determinantes de resisténcia a antibioticos (FEIZABADI et al., 2008). Em geral, a difuséo
de genes de resisténcia a antibioticos é facilitada por trés estratégias principais: (1)
disseminacédo clonal da bactéria que adquiriu genes de resisténcia, (2) propagacdo de um
plasmideo particular e/ou transposon entre uma variedade de diferentes cepas, e (3)
translocacdo de genes de resisténcia entre os diferentes elementos genéticos moveis
(PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010). De acordo com OZGUMUS et al. (2008), alguns
surtos de ESBL tém sido atribuidos a disseminacdo de plasmideos entre as cepas da familia
Enterobacteriaceae. Para ZHAO et al. (2010), a transferéncia de genes de resisténcia a
drogas mediada por plasmideos entre as cepas bacterianas foi considerada um dos
mecanismos mais importantes para a propagacdo da resisténcia a multiplas drogas. Em
outros casos, a propagacdo de ESBL em um Unico ambiente tem sido relatada, devido a
ocorréncia de um mesmo gene em plasmideo independentes. Embora a disseminacgdo de
plasmideos seja bem documentada (ASENSIO et al., 2000; ESSACK et al., 2001), a
disseminacdo de uma cepa epidémica continua a ser 0 mecanismo mais comumente
reportados de disseminacao de ESBL.

Os métodos de deteccao fenotipica de producdo de ESBLs sdo baseados em testes
de triagem e confirmatério. Na rotina, o teste de screening é realizado através da leitura
dos halos obtidos no antibiograma e comparados a tabela do CLSI. O uso de testes
fenotipicos para a deteccdo de microrganismos produtores de ESBLs continua a ser um
problema, causando uma grande discussdo e controvérsia. A resisténcia a antibioticos f-
lactdmicos em bacilos entéricos Gram-negativos pode ser dificil de detectar usando
métodos padrdo de difusdo em disco, Kirby-Bauer, ou caldo diluicdo para a concentracao
minima inibitéria (MIC). Essa dificuldade é devido as diferencas genéticas nos
determinantes de resisténcia, as diferencas nos niveis de expressdo do gene e a variagdo no
espectro de atividade enzimatica contra o substrato B-lactdmico usado para testes de
susceptibilidade (QIN et al., 2004). Embora presuntivo, o teste para identificagdo
fenotipica de ESBL baseado na difusdo em disco é a estratégia mais comum usada em

laboratdrios de microbiologia nos hospitais brasileiros. No entanto, esse método apresenta
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sérias limitagcBes, como mecanismos de resisténcia adicionais, por exemplo, B-lactamases
tipo AmpC que podem causar divergéncia nos resultados (PERILLI et al., 2002). O
método padrdo de difusdo em disco de Kirby-Bauer e concentracdo minima inibitoria
automatizada, nao detectam prontamente resisténcia induzida tipo ampC.

Como teste confirmatdrio, sdo utilizados discos impregnados com a droga: disco
combinado (beta-lactamico/inibidor de B-lactamase) e disco do mesmo beta-lactdmico néo-
combinado. A inibicdo pelos inibidores de B-lactamase, como acido clavulanico ou
sulbactam (propriedade comum de enzimas ESBL) € utilizada para a confirmacao
fenotipica da produgdo de ESBL de um isolado. Existem varios métodos para a
confirmagdo da produgédo de ESBL (MENDONCA,; FERREIRA; CANICA, 2006). A
avaliacdo destes métodos foi publicada (FLORIJN et al., 2002; LEVERSTEIN-VAN
HALL et al., 2002; MACKENZIE; MILLER; GOULD, 2002; KOMATSU et al., 2003;
LINSCOTT; BROWN, 2005). Estes métodos baseiam-se no aumento do halo do pB-
lactdmico na presenca do acido clavulanico (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Ainda como
teste confirmatdrio, utiliza-se o teste de aproximacao dos discos (teste de sinergia de disco
duplo) (VERCAUTEREN et al., 1997), em que um disco contendo clavulanato ou
sulbactam é colocado a 20mm dos discos de B-lactamicos. O aumento ou distor¢do da zona
de didametro ao redor do oximino-B-lactdmico (chamada zona ghost) indica a presenca de
uma ESBL (Figura 4).

Figura 4. Placa com meio Agar Mueller-Hinton apds incubacio para teste de deteccdo de ESBLs pelo teste de
sinergia do disco duplo proposta por Vercauteren et al. (1997). (Fonte: o autor)

O CLSI preconiza como os testes de sensibilidade devem ser realizados e
interpretados e em 2010 esses padrfes de interpretacdo foram revisados e alterados para
enterobactérias. Foram publicados novos pontos de corte para cefazolina, ceftriaxona,
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cefotaxima e ceftazidima. [Esses novos critérios interpretativos para cefalosporinas e
aztreonam foram estabelecidos com base nas propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas e dados clinicos. Cefepime e cefuroxima também foram avaliados, mas
ndo houve mudancas nos critérios interpretativos para as dosagens indicadas. Com a
mudanca para essa versao, a sensibilidade das drogas é reportada da maneira que séo lidas
(CLSI, 2010). Outro teste fenotipico que permite a detec¢do de mecanismos de resisténcia
é 0 E-Teste, método em que uma fita plastica com gradientes de concentracdo de
antimicrobianos detecta 0 mecanismo de resiténcia além do MIC dos antimicrobianos

testados (Figura 5).

Figura 5. Placa com meio Agar Mueller-Hinton ap6s incubagéo para teste de deteccio de ESBLs pelo E-test
(Fonte: o autor)

Testes baseados na deteccdo de ESBL por PCR e focalizacdo isoelétrica (IF) séo
mais conclusivos para a producdo de ESBL (STEWARD et al., 2001). Em um cenério de
aumento da resisténcia microbiana aos antibiéticos, devido as limitacbes conhecidas dos
métodos fenotipicos, ha necessidade de métodos moleculares, como PCR para
identificacdo de microrganismos produtores de ESBL (CARTER et al., 2000).

Oliveira et al. (2010), encontraram disparidades entre resultados fenotipicos e
moleculares em 15 isolados que apresentavam o gene da familia SHV, mas foram
negativos no teste fenotipico. Estes resultados apontam para uma provavel falha de
deteccdo do teste baseado na inibicdo da enzima pelo acido clavulanico. SituacGes em que
a acgdo inibitdria do acido clavulanico pode ser mascarada incluem (1) coexisténcia de mais
de uma enzima que confere resisténcia, por exemplo, enzimas ESBL mais enzimas tipo
AmpC, (2) mudangas nos poros das membranas celulares e (3) inibidores de p-lactamases
com uma menor afinidade para p-lactamases tipos TEM e SHV (STEWARD et al., 2001;
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SANGUINETTI et al., 2003). Além disso, (4) a producdo de diferentes tipos de B-
lactamases (TEM, SHV, CTX-M, OXA) pelo mesmo microrganismo pode levar a
conclustes errbneas fenotipica (SANGUINETTI et al., 2003). Em 2007, Tofteland, et
al. (2007), relataram que hiper-producdo de HSV-1 ou HSV-11 também pode ser a causa
da falha na deteccéo de ESBL quando o método de disco combinado € usado.

Mendoncga; Ferreira; Canica (2006), testando os métodos fenotipicos de
microdiluicdo em agar, microdiluicdo em caldo e E-test, viram que o E-test foi o Unico
método que detectou todas as cepas produtoras de ESBLs, obtendo 100% de sensibilidade,
achado semelhante a outros autores (LEVERSTEIN-VAN HALL et al., 2002). Alguns
autores relatam uma menor sensibilidade, Florijn et al. (2002), 93%; Linscott e Brown
(2005), 97% e MacKenzie et al. (2002), 77%. O E-test apresenta algumas limitacbes
incluindo problemas de leitura e interpretacdo (LEVERSTEIN-VAN HALL et al,
2002). O método de microdiluicdo em caldo apresentou sensibilidade de 93%, utilizando
orientagdes do CLSI, comparado com os resultados de outros estudos, Komatsu et
al. (2003), 92% e Linscott e Brown (2005), 100%. Qin et al. (2004), através do teste de
sinergia de disco duplo identificaram 76% dos isolados como produtores de ESBLS, que

seriam considerados sensiveis pelo método padrdo difusdo em disco Kirby-bauer.

2.6. TEM e SHV

As enzimas TEM-1, TEM-2 e SHV-1 inativam penicilinas e algumas cefalosporinas,
mantendo a sensibilidade aos inibidores de B-latamases, tais como acido clavulanico, sendo
inativas contra oximino-cefalosporinas, como ceftazidima. O nome TEM é uma referéncia
a Temoniera, paciente do qual a bactéria foi isolada. Em contraste, SHV, é a contracdo de
Sulphydryl variable, descricdo de propriedades bioquimicas desta [-lactamase
(HERITAGE et al., 1999). A partir de 1983, devido ao intenso uso de p-lactdmicos ocorreu
uma evolucdo destas PB-lactamases surgindo as ESBLs, primeiramente relatadas em
isolados de K. pneumoniae, K. oxytoca e Serratia marcescens na Alemanha (SHV-2)
(HERITAGE et al., 1999) e na Franga em 1984 (TEM-3). Estas enzimas diferem das -
lactamases originais por um ou poucos aminoacidos conferindo atividade hidrolitica contra
oximino-cefalosporinas, tais como, ceftazidima, cefotaxima e cefoperazona (SALADIN et
al., 2002). Os genes contendo estas mutacOes estdo presentes em elementos moveis,

facilitando sua disseminagdo em patdégenos nosocomiais.
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SHV-2 difere em um Unico aminoacido da SHV-1 (glicina em SHV-1 e serina em
SHV-2, na posicdo 238) (HERITAGE et al., 1999). Em 1988, SHV-3 foi descrita em K.
pneumoniae isolada de um paciente de UTI francesa (JARLIER et al., 1988). Pouco tempo
apos a descricdo de SHV-3, outros membros da familia foram identificados. SHV-5 (com
ponto isoelétrico de 8,2) foi inicialmente detectada em um isolado de K. pneumoniae de
um hospital em Santiago, Chile (GUTMANN et al., 1989) e foi subsequencialmente
encontrada em outros paises (MENDONCA; FERREIRA; CANICA, 2006). Estudos de
outras partes do mundo reportaram que SHV-5 € um comum gene em isolados de K.
pneumoniae (PERILLI et al., 2002; LAL et al. 2007).

Derivados de SHV-1 também tém atividade de espectro extendido, capaz de
inativar cefalosporinas de terceira geragao ou sdo resistentes aos inibidores de B-lactamases
(HERITAGE et al., 1999). A analise da seqiiéncia de nucleotideos mostra que SHV-1 é
intimamente relacionada a LEN-1 (88,9%) e apresenta perfil bioquimico similar a OHIO-1
compartilhando 91,8% de seqiiéncia nucleotidica. SHV-1 e TEM-1 compartilham somente
63,7% de similaridade na sequiéncia de aminoacidos (HERITAGE et al., 1999).

Dropa et al. (2009), detectaram os genes que codificam a familia SHV em 63% dos
isolados, em seis espécies diferentes, das quais 88,7% foram K. pneumoniae. A maioria das
enzimas deste grupo sdo ESBL, exceto SHV-1 e SHV-11. De acordo com a literatura a
maioria das cepas de K. pneumoniae possuem 0 gene cromossdmico blasyy.1 (BABINI,
LIVERMORE, 2000; HOWARD et al. 2002, LIVERMORE, 2008). Bennett et al. (2010),
identificaram como ESBLs mais comuns no grupo de isolados de K. pneumoniae membros
da familia SHV (13/14, 93%) e CTX-M (10/14, 71%), houve concomitancia da producédo
de SHV-2 e CTX-M-15.

Analisando 13 isolados representativos, Damjanova et al. (2007), detectaram o
gene blasyyv2 € blasyy.s em trés e em sete isolados, respectivamente. Na maioria dos
isolados 0s genes blagyy foram transferidos em plasmideos de 94 Kb. Os resultados
sugerem que um plasmideo semelhante carreando blasyy.s tem se difundido entre os clones
epidémicos de K. pneumoniae e K.oxytoca causando surtos em regides geograficamente
distantes da Hungria. Prodinger et al. (1996), descreveram a difusdo epidémica de um
plasmideo carreando blasyy.s com um tamanho de 80 Kb causando surtos paralelamente
em trés setores hospitalares na Austria. Resultados semelhantes foram publicados por

Galani et al. (2002) a partir Grécia. De acordo com Sharma; Ray e Sharma (2010), uma

44



CABRAL, AB. Caracterizacdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae...

vez que ndo se realize qualquer experimento de transferéncia de resisténcia a drogas, é
dificil supor que este ¢ o plasmideo de resisténcia aos 3-lactamicos.

A enzima TEM-3 foi inicialmente nomeada de CTX-1, por conferir resisténcia a
cefotaxima (HERITAGE et al., 1999), difere de TEM-2 por duas substituicdes de
aminoacidos (SOUGAKOFF et al., 1988). Numa retrospectiva, TEM-3 pode néo ter sido a
primeira ESBL tipo TEM. Em Klebsiella oxytoca, um plasmideo contendo um gene de
resisténcia a ceftazidima, foi isolado pela primeira vez em Liverpool, Inglaterra, em 1982
(DU BOIS; MARRIOTT; AMYES, 1995). A B-lactamase responsavel agora € chamado de
TEM-12. Curiosamente, a cepa veio de uma unidade neonatal, que tinha sido atingida por
um surto de K. oxytoca produtoras de TEM-1. Ceftazidima foi usada para tratar pacientes
infectados, mas posteriormente isolados de K. oxytoca da mesma unidade abrigaram ESBL
do tipo TEM (DU BOIS; MARRIOTT; AMYES, 1995). Este € um bom exemplo do
surgimento de ESBLs como uma resposta a pressdo seletiva induzida por cefalosporinas de
espectro extendido. Bem mais de 100 B-lactamases tipo TEM tém sido descritas, das quais
a maioria sdo ESBLs. Seus pontos isoelétricos variam de 5,2 a 6,5. As alteracdes de
aminoacido em comparacdo com TEM-1 e TEM-2 estdo documentados no
http://www.lahey.org/estudos/temtable.htm (PATERSON; BONOMO, 2005). TEM-13
também tem um perfil semelhante hidrolitico a TEM-1 e TEM-2. TEM-1, TEM-2 e TEM-
13 nédo séo ESBLs (JACOBY; MEDEIROS, 1991).

Em 1990 surgiram enzimas do tipo TEM resistentes aos inibidores utilizados em
combinacdo com as penicilinas. Estas enzimas foram examinadas por Chaibi et al. (1999) e
ndo sao consideradas ESBLs. No entanto, curiosamente, mutantes de TEM [-lactamases
que estdo sendo recuperados mantém a capacidade de hidrolisar as cefalosporinas de
terceira geracdo, mas também demonstram resisténcia aos inibidores. Estes sdo referidos
como complexo mutante de TEM (CMT-1 a -4) (NEUWIRTH et al., 2001; POIREL;
MAMMERI; NORDMANN, 2004; PATERSON; BONOMO, 2005). Consequentemente,
surgiu o terceiro subgrupo das enzimas TEM, as quais conferem diferentes niveis de
resisténcia ao acido clavulanico e as oximino-cefalosporinas (BRADFORD, 2001; ROBIN
et al., 2005).

Damjanova et al. (2007), encontraram 34% de positividade pra blatgm dentre 126
isolados de Klebsiella spp.. Dropa et al. (2009), identificaram o grupo TEM em 17,3% dos
isolados em cinco espécies diferentes (K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli, Morganela

morganii e P. mirabilis), geralmente em associa¢do a SHV e/ou genes CTX-M. Lal et al.
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(2007), encontraram 170 K. pneumoniae positivas para ESBLs analisando 204 isolados.
Selecionando randomicamente 95 dentre esses 170 isolados para PCR, encontraram 64
(67,3%) carreando ambas ESBLs, SHV e TEM, entretanto somente 19 (20%) possuiam
genes TEM e 8 (8,4%) o gene SHV sozinhos. Wei et al. (2005), através de PCR e
seqlienciamento de DNA confirmaram que o plasmideo de 95 Kb codificou pelo menos 4
genes de B-lactamases: blargm-1, blaspv-12, blactx-m-3 € blapya-1. Igualmente Xiong et al.
(2004), confirmaram que a cepa de K. pneumoniae produziu SHV-12, CTX-M-3 e TEM-1
através de um unico plasmideo de 60 Kb, que foi responsavel pela resisténcia do isolado a
maioria dos B-lactdmicos. De acordo com Essack; Hall; Livermore (2004) e Yan, Ko e Wu
(2001), o nimero de genes de resisténcia carreados nos plasmideos de K. pneumoniae
multirresistentes € maior que um e ocasionalmente até cinco.

As ESBLs estdo difundidas em todo o mundo, mas a prevaléncia e as caracteristicas
fenotipicas dos isolados clinicos podem variar entre areas geogréaficas (SHASHID et al.,
2008). Na América Latina, no grupo SHV, as variantes SHV-2, SHV-5 e SHV-12 sdo as
mais comuns (PATERSON et al., 2000; VILLEGAS et al., 2008), embora no Brasil ja
tenha sido relatada a deteccdo de SHV-4 (MENDES et al., 2004a) e a caracterizacdo de
SHV-27 (CORKILL et al., 2001). TEM variantes tém sido descritas na América do Sul
(PATERSON et al., 2003; VIGNOLI; VARELA; MOTA, 2005; VILLEGAS et al., 2008)
e 0s mais comuns sdo TEM-10, TEM-12 e TEM-26 (VILLEGAS et al. 2008).

2.7. Inibidores de p-lactamases

A descoberta dos inibidores de B-lactamases foi pensado ser a solugdo para o
problema da resisténcia. Infelizmente, as bactérias desenvolveram novos mecanismos de
resisténcia para superar os efeitos inibitorios dos inativadores de p-lactamase. Uma nova
abordagem para combater bactérias produtoras de B-lactamases € a associagdo de um -
lactamico a um inibidor de B-lactamase. Estes inibidores nédo sdo, entretanto, ativos contra
todas as P-lactamases, portanto novas estratégias precisam ser desenvolvidas a fim de
neutralizar essa resisténcia. Santos et al. (2008), demonstraram que mesmo associando
penicilina a um inibidor de PB-lactamase, o isolado produtor de ESBLs permanecia
resistente ao antibiotico, sugerindo que outros mecanismos de resisténcia podem estar
envolvidos (BABIC; HUJER; BOMONO, 2006; PATERSON, 2006).
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O uso de inibidores de p-lactamase também tem sido seguido pelo surgimento de
isolados clinicos resistentes que super produziam fB-lactamases tipo TEM (PATERSON et
al., 2004) ou que produziam variantes TEM resistentes aos inibidores (IRTS) (ASENCIO
et al., 2000). Como foi o caso das ESBLs, IRTS surgiram de TEM e SHV-1 penicilinases
mediadas por plasmideos e subsequentes a algumas substituicbes de aminodcidos. Estas
substituicdes conferem resisténcia aos inibidores mas ndo a capacidade de hidrolisar
oximino-B-lactdmicos. Um novo subgrupo de TEM e SHV tipo B-lactamases que carream
ambas mutacOes que conferem atividade de espectro extendido e resisténcia aos inibidores,
surgiram desde o final de 1990 em diferentes espécies da familia Enterobacteriaceae: E.
coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e Enterobacter aerogenes. Quatro enzimas séo derivados
das enzimas tipo TEM e foram designadas complexo mutante de TEM (CMT-1 a CMT-4)
(NEUWIRTH et al., 2001, POIREL; MAMMERI; NORDMANN, 2004). Outro complexo
mutante derivado de SHV-1 tem sido identificado: SHV-10 (ROBIN et al., 2005). As
substituicdes de residuos de aminoéacidos nas posicoes 69, 130, 244, 275 e 276 sdo capazes
de conferir um perfil de TEM-resistente a inibidor (CHAIBI et al., 1999; POIREL;
MAMMERI; NORDMANN, 2004).

Uma das abordagens mais promissoras para o problema da resisténcia é o desenho
racional de B-lactamicos ou moléculas relacionadas a base da estrutura terciaria da enzima
e ao seu mecanismo de acdo. No entanto, o aparecimento de novo mecanismo de
resisténcia a futura geragdo de B-lactamicos é inevitavel e, portanto, muito cuidado deve
ser tomado na forma como usamos antibidticos B-lactdmicos na medicina e na agricultura
(THERRIEN; LEVESQUE, 2000).

2.8. CTX-M

A ESBL CTX-M é muito mais eficiente contra oximino-p-lactamicos tais como a
cefotaxima que contra a ceftazidima, mas mutagdes pontuais podem aumentar a atividade
hidrolitica contra ceftazidima (TZOUVELEKIS et al., 2000). Os carbapenémicos, como o
imipenem e meropenem, ndo sdo hidrolisados pelas enzimas CTX-M. O clavulanato,
sulbactam e tazobactam inibem a atividade enzimatica, mas muitas vezes os isolados
produtores destas enzimas sdo resistentes aos inibidores de B-lactamases por causa da
producdo simultdnea de penicilinase resistente a inibidores (por exemplo, OXA-1), por

vezes codificada pelo mesmo plasmideo (LIVERMORE et al., 2007).
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O grupo CTX-M esté evoluindo rapidamente, principalmente por ser codificado por
plasmideos conjugativos (SALADIN et al., 2002). As duas primeiras enzimas foram
isoladas na Europa em 1989: MEN-1 (também conhecida como CTX-M-1) de um paciente
italiano na Franca e CTX-M-1 na Alemanha. Os outros foram relatados em uma vasta area
geogréfica, incluindo Europa, América do Sul e Oriente Médio (SALADIN et al., 2002).
De acordo com a homologia na sequéncia de DNA a familia CTX-M de ESBLs é
atualmente classificada em cinco principais grupos: CTX-M-1 (incluindo CTX-M-1, CTX-
M-3, CTX-M-10, CTX-M-11, CTX-M-12, CTX-M-15, CTX-M-22, CTX-M-23, CTX-M-
28, CTX-M-32, CTX-M-54 e CTX-M-58), CTX-M-2 (inclui a CTX-M-2, CTX-M-4,
CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-M-35, CTX-M-42 e Toho-1), CTX-M-8 (CTX-M-
8, CTX-M-40, CTX-M-63) CTX-M-9 (CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-19 e CTX-M-27,
Toho-2 e Toho-3) e CTX-M-25 (CTX-M-25, CTX-M-26 e CTX-M-41) (ACHOUR et al.,
2008; GOYAL et al.,, 2009; MOHAMMAD; AL-AGAMY; SHIBL, 2009; PFEIFER;
CULLIK; WITTE, 2010). A homologia entre os membros de cada grupo é maior que 94%
e membros de diferentes grupos diferem de 10-30% de residuos aminoacidos
(BRADFORD, 2001; PAGANI et al., 2003; BONNET, 2004; NORDMAN et al., 2006).
Diversos métodos moleculares, incluindo a PCR multiplex, tém sido bem sucedidos para a
deteccdo de todos os membros dos cinco grupos, no entanto, sem o seqlenciamento de
DNA, a caracterizacdo precisa do genétipo de CTX-M permanece um desafio. Portanto, o
sequenciamento de nucleotideos permanece como um padrdo para a determinacdo dos
genes codificantes para -lactamases presentes em um isolado bacteriano, mas € demorado
e caro (BRADFORD, 2001; XU et al., 2007). Comumente gendtipos moleculares de ESBL
(blatem , snv » cTx-m) S@0 detectado por PCR; clusters sdo identificados por analise de
restricdo e o genotipo é confirmado através do seqiienciamento (GOYAL et al., 2009).

CTX-M tem seqiiéncia similar a B-lactamase cromossomal de Kluyvera georgiana,
Kluyvera ascorbata e Kluyvera criocrescens (POIREL; KAMPFER; NORDMANN, 2002;
PAGANI et al.,, 2003). O grupo CTX-M-1 e CTX-M-2 sdo derivados de Kluyvera
ascorbata, enquanto que o CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25 séo derivados de Kluyvera
Georgiana (NORDMANN et al.,, 2006; PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010). Sendo
moveis, 0s genes blactx-m podem ser acolhidos por muitos elementos, mas na maioria das
vezes, por grandes plasmideos de multirresisténcia (LIVERMORE et al., 2007).

As enzimas CTX-M estdo substituindo TEM e SHV mutantes em muitos paises,

principalmente na Europa, América Latina e Leste Asiatico, as quais tém sido o tipo de
48



CABRAL, AB. Caracterizacdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae...

ESBLs predominantemente produzidas por patégenos Gram-negativos, especialmente K.
pneumoniae e E. coli (CAO et al., 2002; CHANAWONG et al., 2002; COQUE et al.,
2002; BONNET, 2004; MUNDAY et al., 2004; LING; XIONG; YU, 2006; SOGE et al.,
2006; LIVERMORE et al ., 2007; JONES et al., 2009). A variante mais amplamente
difundida é CTX-M-15 (CANTON; COQUE, 2006; LIVERMORE et al., 2007; MEGLIC
et al., 2009).

No Leste da Asia, CTX-M também se encontra em expansdo predominando CTX-
M-2. Apenas na América do Norte TEM e SHV mutantes ainda sdo dominantes, embora
tenham ocorrido surtos de E. coli com CTX-M-15 no Canada (LIVERMORE et al., 2007).
Estudos realizados na Europa (Reino Unido, Franca, Espanha, Portugal e Poldnia),
mostraram que € rara a ocorréncia do grupo CTX-M-2, no entanto, com uma alta
prevaléncia do grupo 1, predominantemente CTX-M-15. No Reino Unido e Espanha,
enzimas CTX-M-9 também sdo dominantes (HERNANDEZ; MARTINEZ-MARTINEZ;
CANTON, 2005; LIVERMORE et al., 2007). Em Londres ha um predominio do grupo
CTX-M-1 (WOODFORD et al., 2004b). CTX-M do grupo 2 sdo as mais prevalentes em
partes da América do Sul e em Israel (BONNET, 2004). Na Argentina também ja se relata
a prevaléncia de CTX-M-2. CTX-M séo endémicas e amplamente distribuidas em nosso
continente (CELENZA et al., 2006; VILLEGAS et al., 2008; DROPA et al., 2009). Sendo
relatadas em uma grande variedade de espécies de Enterobacteriaceae (QUINTEROS;
RADICE; GARDELLA, 2003; CELENZA et al., 2006). Elas foram notificadas em 1989
na Argentina (CTX-M-2) e, desde entdo, diversas enzimas diferentes deste grupo foram
relatadas em varios paises, incluindo Brasil, onde 0 CTX-M-2, -8, -9 e -16 foram descritas
(VILLEGAS et al. 2008, LOPES et al., 2010).

Coelho et al. (2010), analisando 111 isolados de K. pneumoniae da regido
metropolitana de Barcelona encontraram 37 isolados positivos para CTX-M-15,
fornecendo evidéncias da integracdo cromossomal de blactx-m-15 €m K. pneumoniae e
documentaram a primeira associacdo relatada de blacrtx-w-1s com o0s dois réplicons
recentemente descritos Incr e IncFllk. Estes resultados refletem diferencas nos vetores
genéticos envolvidos no transporte de blacrx-.v-1s em K. pneumoniae versus aqueles
descritos em E. coli. Estas diferencas podem contribuir para a difusdo
de blacrx-m-15 dentro de K. pneumoniae. Meglic et al. (2009), analisando 177 isolados de

K. pneumoniae encontraram 60 (34%) carreando o gene CTX-M, com blacrx-m-1s
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detectado por sequenciamento. Através de estudos de hibridizagdo, mostraram que blacrx-
m-15 estava localizado em plasmideos de 150Kb.

No Brasil ha poucos estudos que relatem a prevaléncia e o grupo de enzimas CTX-
M em combinacéo a outras ESBLs em isolados nosocomiais de K. pneumoniae. Variantes
CTX-M-8, M-9 e M-16 foram descritas por Dropa et al. (2009), analisando 96 isolados de
K. pneumoniae de pacientes hospitalizados e ambulatoriais. CTX-M foi identificada em E.
coli, Enterobacter cloacae e K. oxytoca (BONNET et al., 2001; MINARINI et al., 2007;
MINARINI et al., 2008). No Nordeste brasileiro, Lopes et al. (2010), encontraram 7
isolados positivos para 0s genes blactx-m dentre 28 K. pneumoniae analisados, sendo que 6
isolados carreavam blacrtx-m2 € um isolado foi positivo para blactx-m-1. Através de
sequenciamento de nucleotideos detectou-se que seis isolados de K. pneumoniae
abrigavam genes blactx-m-2 € um isolado continha blactx-m-2s. Nenhum dos isolados foram
positivos para 0s grupos blacrx-m-s, blacTx-m-9 0U blacTx-m-25.

Devido ao amplo uso de antibioticos, os hospitais continuam a ser um ambiente
perfeito para a selecdo de genes de resisténcia e é plausivel que K. pneumoniae, uma das
principais fontes para ESBLs, incluindo cada vez mais tipos de CTX-M, esta atuando
como um vetor de transferéncia para a E. coli e outras espécies (BARANIAK et al., 2002;
LIVERMORE et al., 2007; MEGLIC, 2009).

2.9. Carbapenemase do tipo KPC

Inicialmente, a resisténcia aos carbapenémicos em enterobactérias ocorria
principalmente devido a superprodugdo de PB-lactamases AmpC (grupo 1, classe C),
associada com a perda de porinas, proteinas de membrana externa. Segundo Bennett et al.
(2010), a resisténcia ao ertapenem entre os isolados foi provavelmente reforcada ou
tornada possivel por algum grau de diminui¢do da permeabilidade da membrana da célula
resultante da diminuicdo da expressao de porinas de superficie da membrana celular. Tem
sido proposto que a perda de OMPs é um co-fator necessario para que isolados KPC
alcancem altos niveis de resisténcia aos carbapenémicos (PATERSON, 2006). Em
combina¢ao com ESBL ¢ AmpC B-lactamases, a perda de OMPs parece significativamente
afetar a susceptibilidade aos carbapenémicos.

As carbapenemases degradam os antibidticos B-lactdmicos do grupo

carbapenémico (imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem) (PATEL; RASHEED;
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KITCHEL, 2009). Organismos produtores de carbapenemases do tipo KPC sé&o capazes de
hidrolizar todas as cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos e sdo inibidas pelo
acido clavulanico e tazobactam (PEIRANO et al., 2009; GOREN et al., 2010). O MICs
enzima (QUEENAN; BUSH, 2007; FONTANA et al., 2010). p-lactamases do tipo KPC
(KPC 1-7) conferem uma diminuicdo da susceptibilidade ou resisténcia a todos os -
lactdmicos (ROCHE et al., 2009; FONTANA et al., 2010). Segundo Bratu et al. (2005a),
isolados de K. pneumoniae produtores de KPC sdo resistentes a piperacilina-tazobactam e
a ciprofloxacina. Por outro lado, sdo sensiveis a tigeciclina (LEAVITT et al., 2007) e
polimixina B (BRATU et al., 2005a). A aquisicdo de KPC tem contribuido para esta
resisténcia a todos os B-lactamicos. Estes isolados também séo frequentemente resistentes a
aminoglicosideos e fluorquinolonas e ocasionalmente sdo resistentes a polimixina e
tigeciclina. Este atributo limita as opg¢des terapéuticas disponiveis para o tratamento de
infecgBes graves, que é basicamente restrito a tigeciclina e polimixinas (MONTEIRO et
al., 2009). A emergéncia de resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacteriaceae é
complexa porque esta resisténcia frequentemente pode estar associada com resisténcia a
muitos antibidticos p-lactdmicos ou ndo. Este fato limita efetivamente as opcoes
terapéuticas (ANDERSON et al., 2007) e favorece o aumento de indices de mortalidade
devido a patdgenos multirresistentes como K. pneumoniae (BRATU et al., 2005a).

As B-lactamases do grupo plasmidial (KPC e GES) sdo amplamente dispersas, pois
seus genes estdo localizados em elementos transferiveis, facilitando sua disseminacéo, o
que também reflete na sua distribuicdo geografica (WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY,
2007). A p-lactamase KPC tem duas caracteristicas funcionais bem distintas. Primeiro, as
enzimas KPC sdo encontradas em plasmideos transferiveis; segundo, seu substrato de
hidrolise inclui as aminothiazole oxime-cefalosporinas, como a cefotaxima (QUEENAN;
BUSH, 2007). Existem evidéncias que a disseminacdo do blakpc esta relacionada com
elementos plasmidiais transferiveis com tamanhos variando de 10 a 170Kb
(NORDMANN; POIREL, 2002; NAVON-VENEZIA et al., 2006; NASS et al., 2008;
WOLTER et al., 2009) entre diferentes membros de Enterobactérias, resultando na
expansdo da resisténcia a drogas (ZHANG et al., 2007; PETRELLA et al., 2008).
Giakkoup et al. (2009), encontraram que o plasmideo de aproximadamente 100Kb
hibridizou fortemente com uma sonda especifica para blakpc.o. Através de experimentos de

conjugacdo foi possivel transferir o gene de uma cepa de K. pneumoniae para uma cepa
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receptora de E. coli. Estes isolados foram incapazes de transferir VIM-1 por
conjugacdo com as condi¢Oes empregadas in vitro. Os genes blaxpc estdo localizados no
novo transposon tn4401 baseado no tn3 (NASS et al., 2008; FONTANA et al., 2010). Este
transposon foi identificado em plasmideos de diferentes tamanhos, sugerindo que o gene
também pode se mover pela inser¢do do transposon em plasmideos diferentes (PATEL;
RASHEED; KITCHEL, 2009). Tn4401 foi proposto estar na origem da mobilizagcéo de
KPC (WENDT et al., 2010). Este perfil de disseminacdo tem limitado as chances de
sucesso terapéutico contra estes microrganismos pan-resistentes (resistentes a todos 0s
antimicrobianos testados de acordo com as recomendacdes do CLSI) (LEAVITT et al.,
2007).

Dez variantes sdo conhecidas até agora. Os genes codificando KPC-1 e KPC-2 sdo
idénticos (YIGIT et al., 2001; PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009). KPC-2 e KPC-3
sdo as variantes mais frequentes em todo o mundo (PFEIFER; CULLIK; WITTE,
2010). KPC-2 foi descrita pela primeira vez em K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos na Carolina do Norte em 2001 (YIGIT et al., 2001) e KPC-3 foi detectada
com frequéncia em isolados de K. pneumoniae hospitalares no Nordeste dos EUA e em
Israel (SHIRI et al., 2009; PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010). KPC-4 (numero de acesso
GenBank AY700571) foi inicialmente encontrada em Enterobacter spp. na Escocia em
2004 e foi recentemente relatado em isolados de K. pneumoniae em Porto Rico (PATEL;
RASHEED; KITCHEL, 2009). KPC-2 ja foi descrita em isolados de K. pneumoniae; K.
oxytoca, Salmonella enterica e em Enterobacter sp. e KPC-3 em K. pneumoniae e E.
cloacae (DIENSTMANN et al., 2010).

KPC foi inicialmente relatada em isolados de K. pneumoniae na cidade de Nova
York (MOLAND et al., 2003; WOODFORD et al., 2004a; BRATU et al., 2005a). Depois
expandiu-se ao longo da costa leste dos Estados Unidos e a partir de 2005, a detec¢do de
KPC foi relatada em outros paises (NASS et al., 2005; WENDT et al., 2010). K.
pneumoniae positiva para KPC ja tem sido observada na Europa (PFEIFER; CULLIK;
WITTE, 2010), Finlandia (OSTERBLAD et al., 2009), América do Sul (VILLEGAS et al.,
2006; PASTERAN et al., 2008), China (WEI et al., 2007; CAl et al., 2008) e Alemanha
(WENDT, 2008). Organismos KPC continuam a espalhar-se ao longo do tempo sendo
notificados em 27 estados dos Estados Unidos e em muitos paises ao redor do mundo,
incluindo Coldmbia, Brasil, Israel (NAVON-VENEZIA et al., 2006; SAMRA et al., 2007),

Canadd, Franca, Republica da Irlanda, Grécia (CUZON et al., 2008; TSAKRIS et al.,
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2008; MALTEZOU et al., 2009) (onde infeccdo causada por KPC é principalmente devido
a clone hiperendémico) e mais recentemente na Italia (CAI et al., 2008; GIANI et al.,
2009; FONTANA et al., 2010).

A primeira deteccdo de KPC-2 em um plasmideo de P. aeruginosa foi relatada, o
que representa uma evolucdo inquietante na disseminagdo dessas carbapenemases
(QUEENAN; BUSH, 2007; VILLEGAS et al., 2007). Embora a p-lactamase KPC seja
predominantemente encontrada em isolados de K. pneumoniae, que € o patdgeno mais
comum carreando os genes blakpc (VILLEGAS et al., 2006; ANDERSON et al., 2007;
WOODFORD et al., 2008), alguns trabalhos tém descrito esta enzima em Enterobacter
spp. e Salmonella spp. (MIRIAGOU et al., 2003; QUEENAN; BUSH, 2007; PETRELLA
et al., 2008; FONTANA et al., 2010), bem como, em outros membros de enterobactérias
(K. oxytoca, E. coli, E. cloacae, Citrobacter freundii e Serratia spp.) (YIGIT et al., 2003;
ANDERSON et al., 2007; ZHANG et al., 2007) e também em P. aeruginosa (VILLEGAS
etal., 2007; WOLTER et al., 2009).

Na cidade do Recife ha o relato de dois clones distintos do ano de 2006 produtores
de carbapenemases (MONTEIRO et al., 2009). Apos esse relato, foram detectados seis
isolados de K. pneumoniae recuperados de dois hospitais do Rio de Janeiro (de setembro
de 2007 a maio de 2008) (PEIRANO et al., 2009). Na verdade, Pavez, Mamizuka e
Lincopan (2009), mostraram que estes isolados estavam presentes na regido desde pelo
menos 2005 (ZAVASCKI et al., 2009).

Embora considerado por alguns relativamente raro esse fenétipo de resisténcia,
relatos de sua ocorréncia em locais de surto tém aumentado constantemente (QUEENAN;
BUSH, 2007; GOLDFARB et al., 2009; ROCHE et al., 2009). A infeccdo com K.
pneumoniae resistentes aos carbapenémicos esta associada a um aumento da proporc¢édo de
mortes em relacdo a K. pneumoniae sensivel aos carbapenémicos (SCHWABER et al.,
2008; GOREN et al., 2010). Em um surto descrito por Woodford et al. (2004a), 14 dentre
24 pacientes internados na UTI foram infectados com K.pneumoniae produtores de KPC e
oito dos pacientes infectados morreram. Isolados KPC sdo preocupantes para a clinica,
devido ao seu potencial de disseminacdo epidémica, principalmente entre patdgenos
humanos (WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2007), como tem sido observado por
alguns autores (BRADFORD et al., 2004; BRATU et al., 2005c; WEI et al., 2007).

A rapida emergéncia deste mecanismo de resisténcia nestes isolados pode ter efeito

da multiplicac&o clonal, aumentando a frequéncia de isolados KPC. A disseminagdo clonal
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de isolados de K. pneumoniae produtores de KPC esta sendo frequentemente observada
dentro de paises bem como entre paises, indicando que existe uma circulacdo clonal
internacional (SAMUELSEN et al., 2009). Muitos dos isolados que carream o gene blakpc,
de um estudo individual, foram do mesmo ribotipo, mostrando que eles sdo geneticamente
relacionados e que resultam de um processo de disseminagdo clonal (WALTHER-
RASMUSSEN; HOIBY, 2007; LIVERMORE et al., 2008). Nass et al. (2005), informaram
que KPC-2 identificado na Franca provavelmente resultou de uma transferéncia
intercontinental de KPC dos Estados Unidos e Woodford et al. (2008), demonstraram que
pelo menos um dos dois isolados de K. pneumoniae com carbapenemase KPC-3 detectado
no Reino Unido foi, provavelmente, importado de Israel. Dois isolados de K. pneumoniae
KPC-2 foram exportados da Grécia, um para Franca (CUZON et al., 2008) e outro para a
Suécia (TEGMARK et al., 2007). Nao esta claro se os isolados relacionados em diferentes
localizagBes geogréficas indicam a transmissdo de um isolado de K. pneumoniae KPC ou
se ha uma cepa de K. pneumoniae, que € mais provavel para adquirir 0 mecanismo de
resisténcia (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009). WENDT et al. (2010), nao
conseguiram estabelecer uma fonte comum para a manifestacdo, porém sugeriram que 0
mecanismo mais provavel de disseminacdo foi a transmissdo através das médos dos
profissionais de salde. A eficacia na deteccdo destes isolados resistentes aos
carbapenémicos € crucial para controlar sua disseminacdo (BRATU et al., 2005a; 2005b).

Problemas com a detec¢do de KPC mediando resisténcia aos carbapenémicos em
Enterobacteriaceae foram relatados por varios pesquisadores (TENOVER et al., 2006;
ANDERSON et al., 2007). A sensibilidade de deteccdo varia de acordo com método. O
fracasso dos sistemas de testes automatizados de susceptibilidade para detectar a
resisténcia mediada por KPC foi observado anteriormente, especialmente se o ertapenem,
que estava determinado ser mais susceptivel a atividade hidrolitica de KPC, ndo for testado
(ANDERSON et al., 2007; FONTANA et al., 2010).

Isolados com esse mecanismo de resisténcia frequentemente expressam
susceptibilidade variavel aos diferentes carbapenémicos (LIVERMORE; WOODFORD,
2006; PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009). Multiplos fatores podem complicar o
processo de deteccdo (VILLEGAS et al.,, 2006; WALTHER-RASMUSSEN et al.,
2007). Em primeiro lugar, o transporte do alelo blaxec pode conferir apenas uma reduzida
sensibilidade aos carbapenémicos mas nao plena resisténcia. Em segundo lugar, KPC tem

sido associado com testes de confirmagdo de ESBL positivos, levando a erros de
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identificagdo como cepas produtoras de ESBL. Em terceiro lugar, existe um efeito de
indculo nos sistemas automatizados que utilizam baixos indculos. A deteccdo precisa das
enzimas KPC sera fundamental no controle da sua propagacao, especialmente em isolados
que permanecem susceptiveis in vitro. Estas dificuldades levam a subestimacdo da
incidéncia de isolados de K. pneumoniae produtores de KPC e consequentemente, a
identificacdo imprecisa de K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos pode ter fatais
conseqiiéncias. As metodologias usadas para rastreamento de KPC sdo diversificadas:
focalizacdo isoelétrica, disco-difusdo, E-test (BRADFORD et al., 2004), Teste de Hodge
modificado (MHT) (LEE et al., 2001; ANDERSON et al., 2007) e utilizacdo de &acido
borénico (TSAKRIS et al., 2009). Pode-se ainda pesquisar o gene blakpc por PCR e
sequenciameno de DNA. Ja foi relatado que sistemas de automacao usados para teste de
susceptibilidade podem ndo identificar com precisdo os isolados KPC positivos
(DIENSTMANN et al., 2010). Assim, a triagem fenotipica se da preferencialmente por
meio de antibiograma com discos de cefalosporinas de 3% geragdo (cefoperazona,
cefotaxima, ceftazidima, ceftizoxima, ceftriaxona) e imipenem, meropenem e ertapenem
(BRATU et al., 2005b), além do MHT (CLSI, 2009).

Almeida et al. (2010), analisando 27 isolados de K. pneumoniae produtores de KPC
encontraram resisténcia varidvel aos carbapenémicos: ertapenem (100%), meropenem
(81,4%) e imipenem (77,7%). Fontana et al. (2010), analisando dois isolados de K.
pneumoniae KPC positivos, encontraram que esses isolados foram resistentes a todos os 3-
lactdmicos e sensiveis ao imipenem e meropenem, mas resistentes ao ertapenem, portanto a
sensibilidade de deteccdo também varia de acordo com o carbapenémico que €
testado. Ertapenem por qualquer método de teste foi considerado um indicador mais
sensivel que meropenem ou imipenem para as enzimas KPC (PATEL; RASHEED;
KITCHEL, 2009; WENDT et al., 2010). Tem sido recomendado anteriormente que
imipenem e meropenem podem ser marcadores indiretos para a susceptibilidade ao
ertapenem (FRIEDLAND et al., 2002), apesar de terem sido descritas dificuldades em
alcancar resultados precisos nos testes de susceptibilidade para imipenem e meropenem em
laboratdrios de microbiologia clinica (TENOVER et al., 2006), mesmo quando o0s sistemas
automatizados, como MicroScan e Vitek sdo utilizados (BRATU et al., 2005a; 2005b;
LEAVITT et al., 2009).

Diversos pesquisadores tém recomendado usar testes de susceptibilidade ao

ertapenem para detectar a resisténcia mediada por KPC (BRATU et al., 2005a;
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ANDERSON et al., 2007; PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009). Para saber se o isolado
é¢ um produtor de carbapenemase, alguns laboratérios estdo implementando testes
fenotipicos para a deteccdo de atividade de carbapenemase. Um desses testes € o MHT
(LEE et al., 2001; 2003; ANDERSON et al., 2007), de acordo com as recomendacdes do
CLSI-M100S20. Nesse teste, uma cepa de microrganismo sensivel ao antimicrobiano a ser
testado, preferencialmente, Escherichia coli ATCC 25922, é semeada de maneira
confluente em placa, um disco de carbapenémico é colocado no centro da placa, um forte
inoculo do microrganismo a ser testado é semeado a partir do disco de antibiotico até a
periferia da placa. Os isolados produtores da enzima distorcem a zona de inibigdo do
organismo sensivel (Figura 6). As vantagens deste teste sdo: facilidade de execucéo, varios
isolados podem ser testado em uma placa de agar e pode ser usado para detectar ambas as
enzimas KPC e MBLs (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009). As desvantagens do teste
é que € subjetivo e ndo pode diferenciar entre KPC e MBLs, que podem ser de interesse
epidemioldgico.

E. coli ATCC 25922 K. pneumoniae
ATCC 700603

O
Fonte:Labc - I-;?P

Cepa teste

| K. pneumoniae

W P (KPC)
i
Cepa teste

K. pneumoniae K. pneumoniae

ATCC 700603 (KPC)

Figura 6. Placa com meio Mueller-Hinton apds incubagdo para pesquisa de KPC pelo Teste de

Hodge Modificado proposto por Anderson et al. (2007). (Fonte: http://www.anvisa.gov.br/

servicosaude/controle/rede_rm/cursos/boas_praticas/modulo5/ image/figura21.jpg&imgrefurl)

A prevencdo e o controle dessa emergente resisténcia € complicada pela ocorréncia
de isolados positivos para KPC mas que produzem baixo nivel de resisténcia aos
carbapenémicos, usando atuais pontos de corte e comuns testes de susceptibilidade
antimicrobiana. Como resultado, esses isolados ndo sdo identificados como tendo um
mecanismo de resisténcia incomum. A deteccdo de tais isolados, independentemente do
MIC aos carbapenémicos, é claramente uma prioridade de controle de infec¢cdo de modo

que a transmissdo de isolados resistentes possa ser evitada (PATEL; RASHEED;
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KITCHEL, 2009). Em janeiro de 2008 a edi¢cdo do documento CLSI M100 (CLSI, 2008),
foi incluido um comentério alertando os laboratérios a procurarem Enterobacteriaceae
para o qual o MIC para carbapenémicos € >2 ou 4 ug / ml como possiveis produtores de
carbapenemase (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009). De acordo com a nota técnica n°
1/2010 da ANVISA (2010): Medidas para identificacdo, prevencéo e controle de infeccbes
relacionadas a assisténcia a salde por microrganismos multirresistentes, os critérios a
serem utilizados como base para interpretacdo dos testes de sensibilidade para
Enterobacteriaceae em laboratdrios de microbiologia clinica no Brasil, deverdo ser aqueles
contidos no documento M100-S20 do CLSI publicado em janeiro de 2010, com as
seguintes modificacles: resisténcia ao ertapenem (MIC >2ug/ml, halo de inibicéo:
<21mm), imipenem (MIC >4ug/ml, halo de inibicdo: <19mm) e meropenem (MIC
>4ug/ml, halo de inibicdo: <19mm). Ao realizar o teste de sensibilidade a antimicrobianos
de enterobactérias isoladas de pacientes hospitalizados, o laboratério de microbiologia
devera compulsoriamente testar imipenem e meropenem. A resisténcia ou sensibilidade
intermediaria ao ertapenem ndo deverdo mais ser utilizadas para a triagem de K.
pneumoniae produtoras de carbapenemases. No Brasil, um elevado nimero de amostras de
K. pneumoniae produtoras de cefotaximases apresentam simultaneamente, perda de
porinas, e consequentemente, sdo falsamente detectadas como produtoras de
carbapenemases. Os resultados dos testes de sensibilidade aos carbapenémicos devem ser
liberados de acordo com os critérios interpretativos descritos acima, sem alteracdo das
categorias. Ao liberar os resultados de amostras ndo sensiveis a imipenem ou a
meropenem, incluir no laudo a seguinte nota: Enterobactéria possivelmente produtora de
carbapenemase (KPC, IMP, dentre outras). Os laboratdrios que ndo possuem capacidade
instalada para comprovacdo molecular do mecanismo de resisténcia ou tipagem de
microrganismos deverdo encaminhar as amostras suspeitas da producdo de carbapenemase
aos Laboratorios Centrais de Sadude Publica (LACEN).

Identificacdo de um isolado produtor de carbapenemase, mas com testes sensiveis
aos carbapenémicos, cria um problema na comunicagdo dos resultados de
susceptibilidade. Neste momento, ndo existem dados suficientes sobre os resultados
terapéuticos para recomendar que esses isolados sejam relatados como resistentes aos
carbapenémicos. No entanto, devido a preocupacfes em falha terapéutica potencial,
algumas instituicbes de saude estdo decidindo internamente que Enterobacteriaceae

produtoras de carbapenemase serdo relatadas resistentes a todos o0s carbapenémicos
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independentemente do resultado dos testes de susceptibilidade. A luz destas emergentes
carbapenemases, parece prudente reavaliar os “breakpoints” dos carbapenémicos.

O CLSI fez uma modificacdo no documento M100-S20-U publicada em junho de
2010, onde os halos de resisténcia medidos em mm para doripenem, ertapenem, imipenem
e meropenem agora correspondem a <I19mm e os MICs de resisténcia para doripenem,
imipenem e meropenem ¢ de >4 e para o ertapenem ¢é >1. Estabelecem que o MHT devera
ser limitado a isolados que apresentem as seguintes caracteristicas: intermediarios ou
resistentes a um ou mais carbapenémicos e resistentes a um ou mais agentes da subclasse
Il de cefalosporinas. O MHT pode ser desenvolvido usando ertapenem ou meropenem,
sendo o ertapenem o mais sensivel indicador da producdo de carbapenemases. Nenhuma
mudanca na interpretacdo dos resultados dos testes de sensibilidade aos carbapenémicos é
requerida para isolados MHT positivos. Este teste resulta em alto nivel de sensibilidade (>
90%) e especificidade (> 90%) em detectar carbapenemase tipo KPC em enterobactérias.
A sensibilidade e especificidade do teste para detectar producdo em baixo nivel de MBL
séo desconhecidas.

Leavitt et al. (2009), caracterizaram molecularmente isolados ndo-susceptiveis ao
ertapenem e revelou a falta de carbapenemases, indicando a presenca de genes de ESBL
em conjunto com alteragdes na permeabilidade como mecanismo de resisténcia aos
carbapenémicos. Este mecanismo foi relatado anteriormente para amostras clinicas de K.
pneumoniae carreando SHV-2 e CTX-M (ELLIOTT et al., 2006; WOODFORD et al.,
2007). Vaérios sdo o0s mecanismos de resisténcia que podem impedir a acdo dos
carbapenémicos, e a resisténcia surge, ocasionalmente, da combinagdo da
impermeabilidade da membrana com B-lactamases cromossémicas (AmpC) ou de amplo
espectro (ESBL) (DIENSTMANN et al., 2010). Além disso, foi demonstrado que outros
genes de ESBL (SHV e CTX-M), bem como B-lactamases, tais como OXA-2 conferem
resisténcia ao ertapenem quando introduzidos em um plasmideo de uma cepa curada de K.
pneumoniae (JACOBY; MILLS; CHOW, 2004). Nas cepas resistentes ao ertapenem
encontrou-se varios genes de ESBL, tais como CTX-M-2, CTX-M-10, SHV-12, e SHV-28
juntamente com a perda de OMPK36. Porém um dos isolados analisados ndo apresentou
perda da porina OMPK36, sugerindo que outros mecanismos estdo envolvidos na

resisténcia ao ertapenem.
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2.10. Metalo-p-lactamases: VIM, IMP e SPM

O surgimento de resisténcia aos carbapenémicos mediada pela producao de
carbapenemases tem sido cada vez mais relatado entre Enterobacteriaceae sendo uma
questdo de grande preocupagdo clinica (CAGNACCI et al.,, 2007). MBLs agora sdo
reportadas na Asia (CHU et al., 2001), Europa (TOLEMAN et al., 2005), América do
Norte (GIBB et al., 2002) e América do Sul (TOLEMAN et al., 2002). MBLs estdo
emergindo e limitando severamente as opcdes de tratamento nestes paises (ZAVASCKI et
al., 2005).

O desenho dos antibioticos carbapenémicos foi inspirado pelo produto natural
tienamicinico, produzido pelo organismo do solo Streptomyces cattleya. Devido a
prevaléncia destas moléculas no solo, é 16gico esperar que as enzimas capazes de degradar
estes P-lactamicos seriam produzidas por organismos ambientais, tais como Bacillus
cereus e Bacillus anthracis, bactérias com MBL bem caracterizadas que
dariam uma vantagem seletiva parao  crescimento destas  espécies ambientais.  Estas
carbapenemases  cromossdmicas podem ter evoluido, inicialmente,  como um
mecanismo para as bactérias se protegerem das ameacas externas asua parede celular,
porém estas B-lactamases podem também desempenhar um papel importante
na regulacdo da sintese da parede celular (QUEENAN; BUSH, 2007).

As MBLs foram inicialmente identificadas como enzimas cromossdmicas em
bactérias Gram-positivas e ocasionalmente em bacilos Gram-negativos, tais como
Bacteroides fragilis ou Stenotrophomonas maltophilia (BUSH, JACOBY; 2010). Séao
considerados organismos portadores inertes de genes MBL: Aeromonas hydrophilia,
Flavobacterium spp. e S. maltophilia (PELEG et al., 2005). Felizmente com excecao de S.
maltophilia, estas bactérias ndo sdo frequentemente associadas a infeccbes nosocomiais e
0s genes de MBL cromossémicos ndo sdo facilmente transferidos (QUEENAN; BUSH,
2007). A primeira MBL codificada cromossomicamente foi descrita por Sabath e Abraham
em 1966, numa amostra de Bacillus cereus (BERTONCHELI; HORNER, 2008).

Enquanto eram codificadas cromossomicamente, por muitos anos seu nimero
permaneceu relativamente constante até queas MBLs comecaram aaparecer em
elementos genéticos moveis e em uma variedade de hospedeiros, resultando em uma
familia de enzimas com diversas variantes. Tem havido um aumento dramético na

deteccdo e difusdo das familias destas metalo-enzimas adquiridas e transferiveis. A
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transmisséo de genes de carbapenemase pode ocorrer facilmente quando localizado em
elementos moveis, tais como plasmideos e integrons. E provavel que a circulagio de genes
de carbapenemase prossegue em duas direcdes: fontes ambientais dessas enzimas e
cepas clinicas que podem dispersar esta informacéo, tanto em ambiente hospitalar quanto
em ambientes circundantes (QUEENAN; BUSH, 2007). Até o inicio dos anos 90, as MBLs
ndo possuiam muita importéncia clinica, pois eram produzidas cromossomicamente por
alguns microrganismos de pouca relevancia clinica os quais estavam, as vezes, associados
com infecgdes oportunistas. A primeira MBL adquirida foi encontrada em Bacteroides
fragilis, a qual foi classificada como cromossdmica. No entanto, apds a caracterizagdo do
gene cfiA (ou CcrA) observou-se que esta enzima era mediada por elementos genéticos
moéveis (BERTONCHELI; HORNER, 2008).

No inicio da década de 90, novos genes que codificam MBLs distintas tém
sido descritos em importantes patdgenos clinicos como pseudomonas spp., Acinetobacter
spp. € membros da familia Enterobacteriaceae (WIRTH et al., 2009).Véarias MBLs
foram relatadas, incluindo: IMP, VIM, SPM, GIM e, mais recentemente, SIM-1,
codificada pelo gene blag;y-1 em isolados de A. baumannii da Coréia do Sul (WIRTH et
al., 2009). As MBLs adquiridas, clinicamente importantes dentre bactérias Gram-negativas
sdo: IMP,VIM, SPM e GIM (ZAVASCKI et al., 2005). Seis subclasses de MBL s&o
conhecidas até o presente momento: IMP, VIM, SPM, GIM, SIM e AIM, identificadas
inicialmente no Japdo (1991), Italia (1997), Brasil (2001), Alemanha (2004), Coréia
(2003/2004) e Autralia (2007), respectivamente (WATANABE et al. 1991; LAURETTI et
al. 1999; TOLEMAN et al. 2002; CASTANHEIRA et al. 2004; LEE et al. 2005; GUPTA,
2008). Surtos de MBL na América do Sul s&o dominados pelas familias SPM e VIM. No
Brasil, diferente de outros paises, o gene mais prevalente é o blaspm (PICOLI, 2008;
FIGUEIREDO et al, 2009). Em um estudo do SENTRY, 36 em 183 isolados de P.
aeruginosa foram positivas para metalo-enzimas. A maioria dos isolados foram
positivas para SPM-1 (55,6%), seguido de VIM-2 (30,6%) e genes IMP-1
em trés isolados (8,3%). Enquanto SPM-1 foi confinado ao Brasil, outros paises da
América do Sul que relataram metalo-enzimas: Argentina, Chile e Venezuela, bem como a
Coldmbia, onde tanto VIM-2 e VIM-8 foram encontrados em P. aeruginosa (QUEENAN;
BUSH, 2007 ).

Na América Latina seis distintas MBLs ja tém sido descritas em P. Aeruginosa,

incuindo SPM-1, IMP-1, IMP-16, VIM-2, VIM-8 e VIM-11 (ZAVASCKI et al., 2005). Na
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América Latina, a maior concentracdo de microrganismos produtores de MBL estad no
Brasil e na Argentina (BERTONCHELI; HORNER, 2008). IMP e VIM tem sido
reportadas esporadicamente em Pseudomonas e Acinetobacter. O gene que codifica SPM-1
parece estar especificamente relacionado a espécie P. aeruginosa, uma vez que, até entdo,
néo foi detectado em demais microrganismos nosocomiais (MENDES et al., 2006). SPM-1
estd amplamente disseminada dentre os hospitais brasileiros (GALES et al., 2003; SADER
et al., 2005; WALSH et al., 2005).

As MBLs apresentam as seguintes caracteristicas: (1) sdo ativas
contra carbapenémicos; (2) ndo hidrolizam monobactamicos; (3) sdo inibidas pelos agentes
quelantes deions metélicoscomo o &cido Etilenodiaminotetracético (EDTA); (4)
ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico, sulbactam ou tazobactam e (5) apresentam um
ou dois ions de zinco em seu sitio ativo. A maioria das K. pneumoniae produtoras de VIM
sd0 sensiveis ao aztreonam (um substrato pobre para MBL VIM) e gentamicina
(MARCANO et al., 2008). Os genes que codificam as MBL dos tipos IMP, VIM, GIM-1 e
SIM-1 foram encontrados em integrons de classe 1 (CASTANHEIRA et al., 2004), no
entanto, MBL do tipo IMP também foram encontradas em integrons de classe 3 (WALSH
et al., 2005).

Classicamente, as bactérias produtoras de MBL sdo sensiveis ao aztreonam, porém
Laranjeira et al. (2010), demonstraram que nenhuma cepa de P. aeruginosa apresentou
este comportamento. Assim, ¢ provavel que exista outro mecanismo de resisténcia nestas
bactérias, provavelmente a producdo de uma ESBL. Da mesma maneira, Zavascki et al.
(2005), encontraram um consideravel numero (26,7%) de isolados intermediarios ou
resistentes ao aztreonam dentre isolados MBL positivos. Segundo Arakawa et al. (2000), o
substrato mais adequado para pesquisa de metalo-enzima ¢ a ceftazidima (30pg), pois
amostras produtoras de MBLs usualmente demonstram alto nivel de resisténcia a este
antimicrobiano, além de consideravel efeito inibitorio do EDTA e dos compostos
derivados do &cido tiolatico como o acido 2-mercaptopropionico (2-MPA) (MENDES et
al., 2000).

MBL tipo VIM (de “Verona integron-encoded metalo-p-lactamase”) apresenta
um amplo espectro de atividade hidrolitica contra antibioticos p-lactamicos, incluindo os
carbapenémicos, e seus respectivos genes estdo localizados na regido variavel de integrons

classe 1. O mecanismo de hidrélise € dependente da interagcdo do p-lactamico com ions
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zinco no sitio ativo da enzima, com inibicdo pelo EDTA, um quelante de Zn*? e outros
cations divalentes (QUEENAN; BUSH, 2007).

O primeiro membro da familia  VIM, VIM-1, foi identificado em um isolado
clinico de P. aeruginosa em Verona, Italia em 1997 (LAURETTI et al., 1999). Com a
identificacdo de VIM-2 na Franga em 1996, posteriormente relatada (QUEENAN; BUSH,
2007). Atualmente, sdo conhecidas 18 variantes identificadas em diferentes
microrganismos e relatadas em varios paises por todo o mundo (BERTONCHELI,
HORNER, 2008), porém com ocorréncia relatada principalmente em P. aeruginosa e
relacionada a multiplos integrons. Os primeiros relatos de VIM na América do Sul
(Venezuela) ocorreram em isolados de P. aeruginosa em 2002 (MENDES et al., 2004b) ¢
em isolados de K. pneumoniae em 2008 (MARCANO et al., 2008).

A familia VIM tem sido relatada principalmente  nos  paises
europeus e asiaticos, porém VIM-7, foi caracterizada nos Estados Unidos (TOLEMAN et
al., 2004). Giakkoupi et al. (2003), relataram isolados K. pneumoniae produtores de VIM-1
na Grécia. Esporadicos isolados de E. cloacae e K. pneumoniae produtores de VIM tém
sido descritos na Italia (LUZZARO et al., 2004). Surtos de K. pneumoniae produtores de
MBLs tipo VIM tém sido relatados na Grécia, Franca e Itdlia (KTARI et al., 2006). Roche
et al. (2010), relataram um isolado de K. pneumoniae produtor de VIM-1 na Irlanda
pertencente ao grupo de enterobactérias produtoras da recentemente relatada
Nova Delhi metalo-f-lactamase  (NDM-1). As MBLs mais frequentes na ~ América
sdo do tipo VIM, com VIM-2 a variante mais difundida em todo o mundo (SANCHEZ et
al., 2008).

Queenan e Bush (2007), analisando 1234 isolados Gram-negativos nao
fermentadores encontraram 211 (17%) de positividade para metalo-enzimas, sendo 74%
VIM e 22% de IMP. Giakkoup et al. (2009), fizeram o primeiro relato da emergéncia de K.
pneumoniae co-produzindo VIM-1 e KPC-2. A Identificagcéo de K. pneumoniae VIM-
1 co-produtora de KPC-2 pode sugerir um diferencial até agora despercebido, mas
significativo. Sdo necessarios estudos para avaliar a real prevaléncia de K. pneumoniae co-
produzindo essas enzimas e o potencial impacto terapéutico da co-produgdo. Uma
hipotese plausivel é que K. pneumoniae VIM-1 co-produtora de KPC-2 evoluiu através da
aquisicdo de um plasmideo carreando blakpc-, por um estabelecida cepa de K. pneumoniae
produtora de VIM-1.
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CAGNACCI et al. (2007), revelaram a presenca dos seguintes genes de p-
lactamase em todos os isolados estudados de K. pneumoniae na Italia: blatgm-1, blaspv-s €
blaym-1, através de analise molecular. Ktari et al. (2006), relataram o surgimento de K.
pneumoniae multirresistente que produziu MBL do tipo VIM-4, ESBL do tipo CTX-M-
15 e B-lactamases do tipo AmpC, CMY-4e TEM-1 em um hospital universitario da
Tunisia. Também houve detec;do do gene blasyyv.1, provavelmente, codificado
cromossomicamente. A simultanea producéo de trés p-lactamases (VIM-4, CMY-4 e CTX-
M-15) por isolados clinicos de K. Pneumoniae merece destaque. A coexisténcia de duas
enzimas, uma MBL e uma ESBL, na mesma estirpe foi documentada para
Enterobacteriaceae, por exemplo, VIM-1le CTX-M (SCOULICA et al., 2004), VIM-
1 e SHV-5 (KASSIS-CHIKHANI et al., 2006), SHV-12 e VIM-4 (LUZZARO et al.,
2004), VIM-2 e IBC-1 (GALANI et al.,, 2004), IMP-1e CTX-M-2 (LIVERMORE,
WOODFORD; 2000), VIM-12 e uma cefalosporinase do tipo CMY (POURNARAS et al.,
2005) e VIM-1 e CMY-13 (MIRIAGOU et al., 2004).

Estes genessdo normalmente inseridos em elementos moveis que facilitam o
intercAmbio desses genes de resisténcia entre diversas espécies de bactérias (WIRTH et al.,
2009). A andlise da sequénciade nucleotideos de MBL revelou que blayu-4 era parte
de um integron de classe 1 (TORTOLA et al., 2005; KTARI et al., 2006). Cagnacci et al.
(2007), mostraram que blayv-1 era parte da regido variavel de um integron classe 1, genes
transferidos por conjugacdo, provavelmente através de diferentes plasmideos conjugativos.

A primeira enzima MBL do tipo IMP (de “imipenemase”) foi descrita no japao em
1991 (WATANABE et al., 1991). Por muitos anos, a deteccédo de isolados produtores de
IMP-1 foi restrito ao Japdo (TOLEMAN et al., 2002). O segundo membro da familia IMP,
IMP-2, encontrado na Europa foi em um isolado de A. Baumannii na Italia em 1997 e 1998
em um integron classe 1 (RICCIO et al., 2000). Em um estudo realizado no Hospital Sdo
Paulo, de 1993 a 2001, 54,8% (40/73) das amostras de Acinetobacter spp., que
apresentaram resisténcia ou sensibilidade reduzida aos carbapenémicos, foram produtores
de IMP-1. A emergéncia desse determinante de resisténcia foi detectada em amostras
bacterianas isoladas a partir de 1998 (MENDES et al., 2006). A descoberta histérica de
IMP foi bem documentada na revisao de Walsh et al. (2005). Atualmente, sdo conhecidas
23 variantes pertencentes a subclasse IMP (BERTONCHELI; HORNER, 2008), as quais
foram identificadas em diferentes microrganismos e em diversos paises. Em 2005,

identificou-se o primeiro isolado de K. pneumoniae produtora de MBL do tipo IMP-1 do
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Brasil e da América Latina (LINCOPAN et al., 2005), evidenciando ampla disseminacéao
desse mecanismo de resisténcia entre varios patdgenos nos hospitais brasileiros. Durante o
44 Interscience Conferéncia sobre Agentes Antimicrobianos e Quimioterapia, Grinbaum et
al. (2004), relataram um surto hospitalar causado por um clone de K. pneumoniae
produtora de IMP-1 em um hospital de ensino em Sdo Paulo no final de 2003 e inicio de
2004.

A andlise da resisténcia aos carbapenémicos em K. pneumoniae é importante,
(1) porque IMP-1 é codificado por elementos extracromossémicos de transmissdo rapida e
horizontal entre as bactérias e (2) porque K. pneumoniae é considerada reservatorio
nosocomial e fonte de transmissdo de plasmideos de resisténcia (AKTAS et al., 2006).
O gene blajyp-; esta inserido em um integron classe 1, sugerindo versatilidade na sua
disseminacédo para outras espécies. IMP-4 foi identificado em um integron de classel
residente em um grande plasmideo conjugativo (HOUANG et al., 2003; PELEG et al.,
2005). Porém, Queenan e Bush (2007), demostraram que o integron relacionado a IMP-13
estava localizado cromossomicamente, este gene nao foi transferido por experimentos de
conjugacdo. Esses elementos genéticos sdo criticos para a aquisicdo, manutengdo
e disseminacgdo da resisténcia em organismos Gram-negativos (FLUIT; SCHMITZ, 2004).
Peleg et al. (2005), ilustraram a facilidade de difusdo de um gene MBL entre 5 géneros
de bactérias Gram-negativas diferentes em ambiente clinico.

Analisando 2100 bactérias Gram-negativas, dentre as quais 204 (10%) reuniam 0s
critérios para a selecdo de MBL, Peleg et al. (2005), encontraram 20 isolados positivos
para MBL por definicdo fenotipica. Por métodos moleculares, um isolado ndo teve seu
contetdo genético amplificado para IMP ou VIM. Todos os 19 isolados apresentavam o
gene blayp-4, Um gene de resisténcia previamente relatado em Hong Kong e na China
(HAWKEYet al., 2001) e que apresenta 95,6% de homologia na sequéncia de aminoacidos
como gene blavp.1(CHU et al., 2001). Dentre os 19 isolados que apresentavam 0 gene
blajvp-4, apenas 5(26%)eram resistentes aos carbapenémicos. Esta susceptibilidade variavel
foi descrita anteriormente e pode ser explicada por uma série de fatores. Em primeiro
lugar, a expressao fenotipica de resisténcia € mais provavel quando outros mecanismos de
resisténcia estdo presentes. Por exemplo, a co-presenca de bombas de efluxo e/ou
impermeabilidade da membrana (LIVERMORE, 2002). Outras explicacdes incluem a
supressdo do gene MBL por sistemas de regulacdo secundaria, levando aum gene

silencioso (SENDA et al., 1996) e a hidrolise variada dos carbapenémicos depende da
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dosagem do gene MBL, dependente do nimero de cépias de plasmideos (HIRAKATA et
al., 1998). Senda et al. (1996), avaliando hospitais japoneses, entre 0s anos de 1992 e
1994, encontraram o gene bla;yp-; em 15 dos 132 isolados selecionados. Ao avaliar o MIC
para 0 imipenem dos isolados positivos para MBL, observaram que apenas a aquisicdo de
genes para MBL nem sempre estava associada com niveis elevados de resisténcia aos
carbapenémicos.

Lincopan et al. (2006), analisaram 7 enterobactérias resistentes ao imipenem, sendo
6 K. pneumoniae, provenientes de hospitais da cidade de S&o Paulo no ano de 2003 a 2005.
Encontraram IMP-1, CTX-M, TEM concomitantemente e IMP-1 associado a CTX-M,
TEM e SHV separadamente. Tal acumulo de determinantes de resisténcia em
uma cepa impde uma limitacdo nas opcOes terapéuticas disponiveis para o tratamento de
infeccdes causadas por espécies Gram-negativas. De fato, a producéo dessas duas enzimas,
ESBLs e MBL, contribuiu para a falha do tratamento e morte dos pacientes infectados.
Esta preocupacéo ¢é agravada pela escassez de drogas antibacterianas sendo desenvolvidas
para atingir organismos Gram-negativas (CHARLES; GRAYSON, 2004; PELEG et al.,
2005).

SPM-1 (de “S&o Paulo metalo-B-lactamase”) foi isolada pela primeira vez no ano
de 2001 em uma cepa de P. aeruginosa no estado de S&o Paulo (TOLEMAN et al., 2002;
GALES et al.,, 2003). At¢ o momento, SPM-1 foi encontrada exclusivamente em P.
aeruginosa (SADER et al., 2005; WALSH et al., 2005). A identificacdo da MBL SPM-
1 definiuuma nova familiacom identidade de aminoacidode 35,5% com IMP-
1 (QUEENAN; BUSH, 2007). Desde o relatdrio inicial, clones de P. aeruginosa contendo
SPM-1 tém causado multiplos surtos hospitalares com alta mortalidade no Brasil (MARRA
et al., 2006b; POIREL et al., 2004b). Magalhdes, Lins e Magalhdes (2005), publicaram um
estudo com 48 cepas de P. aeruginosa, procedentes de cinco hospitais publicos e privados
de Recife, onde foi observado que 50% dos isolados eram resistentes ao imipenem, e
destes, 62,5% eram produtores de SPM-1. Zavascki et al. (2005), sdo responsaveis pelo
primeiro relato de SPM-1 no Rio grande do Sul, descrevendo um surto nosocomial por
P.aeruginosa resistente aos carbapenémicos pela producdo de SPM-1. 77,1% das P.
Aeruginosa resistentes a carbapénemicos provaram ser produtores de MBLs, prevaléncia
extremamente alta. Gaspareto et al. (2007), encontraram a frequéncia de 73% para 0 gene
SPM-1. Gongcalves et al. (2009), detectaram o gene blagpm-1 em 26 (74,3%) isolados e em

nove isolados (25,7%) com fendtipo positivo para MBL, ndo foram detectados nenhum dos
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genes pesquisados, blaspm-1, blamp-1, blagpe-2, blayim-1 € blayiv-2. Estudos realizados no
Brasil demonstram que P. aeruginosa portadora do gene blaspm-1 estd disseminada pelo
pais e a taxa de isolados produtores de MBL € variavel em diferentes regides
(CASTANHEIRA et al., 2008; GONCALVES et al., 2009). Sader et al. (2005), reportou
em um centro médico de S&o Paulo os genes VIM, IMP e SPM em 36 isolados de P.
aeruginosa positivos pra MBL recuperados entre 2000 e 2001, encontrando 20 positivos
para SPM-1, onze para VIM-2 e 3 para IMP-1.

Salabi et al. (2010), sdo responsaveis pela primeira descricdo de SPM-1 fora do
Brasil, isolado do ano de 2007. Foi relatado que o paciente recebeu cuidados primarios em
um hospital da cidade de Recife antes de ser transportado para Europa. O isolado europeu
foi considerado intimamente relacionado (padrdo de restricdo quase idéntico, diferindo por
3 ou 4 bandas somente ) a 15 isolados originarios do Brasil entre 1997 e 2007 baseado em
Tenover et al. (1995). Salabi et al. (2010), também mostraram que a sonda de blaspm-1
hibridizou somente ao DNA cromossémico e ndo a bandas de plasmideos, indicando que o
gene de MBL estava localizado cromossomicamente.

A emergéncia de bactérias produtoras de MBL requer mudancas na rotina dos
laboratérios de Microbiologia, adequando métodos capazes de detectar a sua producao.
Entretanto, representa um desafio, pois ndo existe um consenso sobre a padronizacdo de
metodologias para a deteccdo da producdo dessas enzimas (PICAO et al., 2008;
GONCALVES et al., 2009). Apesar da deteccdo da resisténcia pelos laboratérios clinicos
de microbiologia ser uma ferramenta valiosa para os servicos de controle de infecgdo
hospitalar, a prética ainda constitui um grande problema, pois a maioria dos isolados
resistentes apresenta mais de um mecanismo envolvido e varias recomendacgdes tém sido
descritas para melhorar sua pesquisa. Até o momento, o CLSI ndo determinou o melhor
teste para deteccdo de amostras produtoras de MBL, contrariando a realidade brasileira,
onde diversos estudos apontam a presenca dessas enzimas em cepas de P. aeruginosa,
Acinetobacter sp. e Enterobacteriaceae isoladas em distintos hospitais (LARANJEIRA et
al., 2010).

Existe grande discordancia na literatura quanto a melhor técnica fenotipica para
deteccdo de MBL. Possivelmente, tais discrepancias estdo relacionadas com a espécie
bacteriana em estudo e os tipos de metalo-enzimas envolvidos. Alguns trabalhos mostram
que o 2-MPA oferece maior sensibilidade (ARAKAWA et al., 2000; LEE et al., 2003)

apesar da interpretagdo ser dificil e subjetiva, enquanto outros, como Walsh et al. (2002),
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apontam que o EDTA pode ser usado com sucesso, porém também orientam que a
realizacdo de testes especificos para a deteccdo de MBL ndo tem impacto significativo na
conduta terapéutica, pois a maioria absoluta dos isolados produtores desta enzima ja
apresenta resisténcia aos carbapenémicos quando testados por disco difuséo.

Wirth et al. (2009), encontraram 30,4% positivos para MBLs no hospital de Porto
Alegre e 3,1% positivos no hospital da regido de Vale dos Sinos. A prevaléncia de P.
aeruginosa produtoras de MBLs podem ser significativamente diferente em distintas areas
geograficas e até mesmo entre diferentes hospitais de uma mesma area. A cepa foi
detectada pelo E-Teste MBL. Marcano et al. (2008), alertam para a transferéncia de
resisténcia  entre  microrganismos que ja esta  ocorrendo em  alguns
paises com o subsequente aumento nos custos dos cuidados a satde e também mortalidade.
Através de IEF detectaram uma banda de pl 5,8 que corresponde a MBL. A PCR revelou a
presenca do gene blayu. Para Giakkoup et al. (2009), o teste fenotipico para producgdo de
MBLs baseado no é&cido borbnico utilizando imipenem, meropenem ou discos de
ertapenem apresentou-se negativo. Os resultados falso-negativos do teste a base de acido
bordnico devem ser atribuidos a um efeito de "mascaramento” da co-producdo de VIM-1.
A diminuigdo da susceptibilidade ou resisténcia ao cefepime, imipenem, meropenem e
ertapenem determinado pela técnica de microdiluicdo foram consistentes com a producgéo
de VIM-1.

WIRTH et al. (2009), ndo conseguiram detectar nenhum isolado MBL positivo
através do teste de Arakawa et al. (2000), que utiliza o acido 2-MPA, no entanto, todas
as amostras positivas para a producdo de MBL foram detectadas pela tira de E-teste. Os
isolados positivos fenotipicamente, através de PCR amplificaram o gene blaspy-1, porém
em dois isolados que foram MBL positivos, ndo houve deteccdo dos genes blaspw.
1, blajyp 0u  blayy  por PCR, sugerindo que outro tipo de gene MBL pode estar
envolvido nestas amostras. Entre as cepas negativas para MBLs, duas foram resistentes
somente ao imipenem (dentre os B-lactdmicos testados), o que pode ser explicado por
um mecanismo envolvendo perda de porina. De acordo com Troillet, Samore e
Carmeli (1997), esta discrepancia pode serexplicada pelofato de queos
carbapenémicos utilizam uma porina especifica para entrar na
célula bacteriana (porinas OprD), enquanto outros B-lactdmicos  usam outros  tipos de
porinas. Desta forma, a perdade OprD resultaria emumaumento da MIC do

imipenem apenas (WIRTH et al., 2009).
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Segundo Marra et al. (2006b) e Magalhdes, Lins e Magalhdes (2005), a enzima
SPM-1, que é altamente prevalente no Brasil, pdde ser igualmente detectada pelo método
de 2-MPA e o0 método baseado em EDTA. Zavascki et al. (2005), encontraram 0 gene
blaspm-1 €m todas as P. aeruginosa produtoras de MBL, exceto uma. Esse isolado também
mostrou-se negativo para os genes blayp-1 € blayiu-2, sugerindo a presenca de outro gene
de MBL. Gongalves et al. (2009), analisando 62 isolados de P. aeruginosa resistentes ao
imipenem e a ceftazidima, encontraram 35 (56,4%) positivos para a producdo de MBL
pelo método fenotipico de aproximacéo de disco. Este teste apresenta boa sensibilidade e
especificidade. Porém, esses resultados podem variar de acordo com a espécie bacteriana
testada, o substrato e 0 agente quelante utilizado. Segundo Arakawa et al. (2000), o agente
quelante 2-MPA apresentou melhor atividade (100%) quando comparado ao EDTA
utilizando-se a ceftazidima como substrato. Neste estudo, o teste com 2-MPA permitiu
verificar a producdo de MBL em 35 isolados, enquanto utilizando EDTA, a producédo foi
verificada em seis. Segundo Lee et al. (2003), o teste com 2-MPA falhou em detectar
10,5% das P. aeruginosa analisadas. Em contrapartida, o EDTA falhou em detectar 6% das
amostras de Acinetobacter spp..

Laranjeira et al. (2010), realizaram detec¢do fenotipica de MBL pelos métodos de
aproximacdo de disco com ceftazidima (CAZ) e acido 2-MPA e pelo E-test MBL. Para
confirmar a presenca de genes de MBL nos ndo fermentadores fenotipicamente positivos,
foi realizada a amplificacdo dos genes blayp.1, blaspm-1, blavim-1. Adicionalmente, foi
realizada a amplificacdo dos genes blaoxa-23 € blaoxas1 nas cepas de Acinetobacter sp.
Dentre as 13 cepas avaliadas, nove Acinetobacter sp. e 2 P. aeruginosa tiveram teste
fenotipico (E-test MBL) positivo para MBL, mas todas foram negativas no teste CAZ/2-
MPA. As duas cepas de P. aeruginosa com fendtipo de MBL foram positivas apenas para
0 gene blaspm-1. Os genes blaspm-1, blaviv-1 € blajve-; ndo foram encontrados entre as cepas
de Acinetobacter sp.. Deve-se ter cautela ao avaliar testes fenotipicos utilizados na
deteccgéo rotineira de metalo-enzima (LARANJEIRA et al., 2010). Gaspareto et al. (2007),
em uma amostra de 60 isolados, encontraram 14 negativos para 0s genes de MBLs através
da PCR dentre isolados positivos fenotipicamente por testes de aproximacéo de disco para
producdo de MBLs. Deve-se interpretar cautelosamente o resultado fenotipico de MBL
obtido com E-test® MBL dado o elevado numero de resultados falso-positivos. Por outro
lado, o teste de disco aproximagdo CAZ/2-MPA subestimou a presenca da metalo-enzima

em P. aeruginosa (falso negativo) (LARANJEIRA et al., 2010). Os métodos moleculares
68



CABRAL, AB. Caracterizacdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae...

sdo mais sensiveis e especificos para a deteccdo de MBLs, porém podem ser tecnicamente
exigentes e ndo disponiveis na maioria dos laboratdrios de microbiologia clinica.

Devido ao relato da disseminacdo de cepas de enterobactérias produtoras de outras
carbapenemases em diversos paises, a exemplo daquelas dos tipos NDM ou VIM,
recomenda-se a implementacdo de medidas de precaucOes de contato para pacientes
admitidos em hospitais brasileiros, oriundos de institui¢des hospitalares no exterior, ou que
tenham sido recentemente hospitalizados no exterior. Deve-se realizar coleta de amostra de
swab retal para cultura de vigilancia e manter as medidas de precaucdo de contato até que
seja afastada a hipdtese de colonizacdo ou infeccdo por enterobactéria resistente a
carbapenémicos (ANVISA, 2010).

2.11. Tipagem molecular de bactérias

O processo de tipagem € importante epidemiologicamente no reconhecimento de
surtos de infeccbes, infeccbes recorrentes, na deteccdo de transmissdo cruzada de
patdgenos, na determinacdo da fonte de infeccdo e no monitoramento de programas de
vacinacdo (OLIVE; BEAN, 1999). Surtos de doencas infecciosas frequentemente s&o
resultantes da exposicdo a um agente etioldgico de origem comum, cujos descendentes sao
geneticamente idénticos ou estritamente relacionados. Em termos epidemioldgicos, 0s
organismos envolvidos em surtos sdo relacionados clonalmente. Estes organismos sdo
membros de uma mesma espécie e possuem fatores de viruléncia e caracteristicas
bioguimicas e genéticas semelhantes. Alguns programas de vigilancia tém incorporado
técnicas de tipagem molecular como um meio de proporcionar informacdo adicional, para
detectar e avaliar o modo de disseminacdo de patdgenos multirresistentes (PFALLER et
al., 2001).

A tipagem de linhagens bacterianas tem sido realizada por diferentes métodos que
podem ser classificados em métodos fenotipicos e métodos genotipicos (ARBEIT, 1999).
Um dos métodos fenotipicos mais usados para tipar isolados multirresistentes de K.
pneumoniae é o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos (SOUZA LOPES et al., 2005).
Todos os isolados de K. pneumoniae analisados por Ktari et al. (2006), apresentaram
padrdes similares de susceptibilidade aos antimicrobianos, consequentemente investigaram
a relacdo clonal dessas cepas por PFGE.Os resultados do PFGE revelaram que todas

as cepas de K. pneumoniae foram geneticamente idénticas. A identificacdo de genes de
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resisténcia a antimicrobianos pode ser associada a utilizagdo de métodos de genotipagem
para identificacdo de semelhanca genética entre as linhagens, permitindo assim o
mapeamento da dindmica de transmissdo da infec¢do (SPACQV, et al, 2006; MARTINS et
al., 2007).

Isolados bacterianos provenientes de diferentes fontes e regibes geogréficas
apresentam diversidade suficiente ao nivel de espécie de modo que possam ser
diferenciados ou classificados em subtipos ou linhagens (OLIVE; BEAN, 1999). Estas
diferencas entre linhagens da mesma espécie sdo reflexos do acumulo de mutacdes
aleatorias ndo letais, substituicdo de pares de bases, delecdo de genes individuais, aquisicdo
de DNA de outras espécies bacterianas. Estudos brasileiros tém mostrado que isolados
nosocomiais de K. pneumoniae compreende um elevado grupo de organismos
geneticamente variavel (SOUZA LOPES et al., 2005; LOPES et al., 2007). Em Recife,
isolados de K.pneumoniae foram agrupados em trés grupos filogenéticos igualmente aos
grupos encontrados por Brisse e Verhoef (2001) na Europa (SILVA, 2009).

Também tém sido utilizados diversos métodos moleculares com o objetivo de
caracterizar isolados de K. pneumoniae envolvidos em surtos de infec¢bes hospitalares:
analise plasmidial (PRODINGER et al., 1996), PFGE (SECHI et al., 2001), ribotipagem
classica (PAI et al., 1999), RAPD (BRISSE; VERHOEF, 2001; SOUZA LOPES et al.,
2005), polimorfismo de fragmento amplificado (AFLP) (JONAS et al., 2004), ribotipagem
por PCR e tDNA-PCR (LOPES et al., 2007), PCR-RFLP do gene gyrA (BRISSE et al.,
2004; SILVA, 2009), PCR dos elementos repetitivos palindrdmicos extragénicos (REP-
PCR) e ERIC-PCR (VERSALOVIC et al., 1991).

ERIC-PCR e REP-PCR sé&o os principais grupos de elementos repetitivos que vém
sendo utilizados com sucesso para a tipagem de enterobactérias (OLIVE; BEAN, 1999). As
técnicas baseadas em elementos repetitivos do DNA bacteriano mostram maior
aplicabilidade e poder discriminatdrio do que perfil plasmidial (GEORGHIOU et al., 1995)
e ribotipagem por PCR (APPUHAMY et al., 1997), adicionalmente, estudos demonstraram
que apresentam boa correlagdo com PFGE, considerado o método “padrao ouro” para a
tipagem de microrganismos (GUNAWARDANA; TOWNSEND; FROST, 2000). Ben-
Hamouda et al. (2003), classificaram isolados de K. pneumoniae multirresistentes
envolvidos em um surto neonatal na Tunisia em clones pertencentes a dois clusters
principalmente, resultados da ERIC-PCR concordantes com PFGE. Cartelle et al. (2004),

caracterizaram molecularmente um surto nosocomial na Espanha causado por cepas de K.
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pneumoniae com susceptibilidade reduzida a cefalosporinas de espectro extendido.
Classificando os 50 isolados em 17 grupos concordantes com o PFGE, comprovando a
capacidade discriminatoria e boa reprodutibilidade da ERIC-PCR.

Infecgdes por K.pneumoniae podem ser clonal ou multiclonal. A relacdo clonal
indica a transmissdo de uma cepa comum entre os pacientes e a infecgdo multiclonal indica
uma selecdo de cepas resistentes (SANTOS et al.,, 2008). Quando isolados sdo
geneticamente distintos, o grupo de microrganismos resistentes pode ser originado devido
a pressdo seletiva excessiva de antimicrobianos, o que favorece os fenétipos de resisténcia
dentro de um grupo independente de cepas (TOSIN; SILBERT; SADER, 2003). Vérios
padrdes distintos sugerem transferéncia horizontal de genes de resisténcia, como forma de
propagacdo. Cassetari et al. (2006), sugerem que o problema de disseminacdo de clones
resistentes e de genes no ambiente hospitalar pode ocorrer devido ao contato com 0s
profissionais de salude e devido a transferéncia de pacientes entre unidades hospitalares,
uma vez que isolados apresentando padrdes moleculares idénticos foram observados em
diferentes enfermarias e alguns isolados apresentaram padrdes idénticos a cepa isolada das
méos de profissionais de saude. Portanto, no presente estudo serd importante definir se os
isolados de K. pneumoniae analisados apresentam heterogeneidade genética ou sdo clones

de uma mesma cepa.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo geral

Caracterizar geneticamente isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes a f-

lactdmicos de amplo espectro, provenientes de Recife-PE.

3.2. Especificos

e Determinar a ocorréncia de genes para ESBLs blatem, blasyy € blactx-m em isolados
de K. pneumoniae resistentes a cefalosporinas de 32 e 4% geracéo e/ou ao aztreonam.

e Investigar a ocorréncia de genes do tipo blaxpc € MBL (blayv, blajve € blaspm) em
isolados de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos.

e Determinar o polimorfismo genético dos isolados de K. pneumoniae, através do
perfil plasmidial e da ERIC-PCR.

e Analisar a relacdo entre a presenga de genes blatem blasyy, blactx-m, blakec,
blayim, blajp € blaspm, perfil plasmidial, resisténcia a antimicrobianos [-

lactdmicos e os grupos genéticos dos isolados de K. pneumoniae.
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4. MATERIAS E METODOS
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4.1. Isolados bacterianos

Foram analisados 24 isolados clinicos de K. pneumoniae, sendo 10 isolados
provenientes de diversos setores de um hospital pablico da cidade de Recife-PE e 14
provenientes da Unidade de Terapia Intesiva de um hospital particular da cidade de Recife-
PE, nos anos de 2007 e 2008, respectivamente (tabela 1). Os isolados provenientes do
Hospital publico foram identificados bioquimicamente no hospital utilizando os seguintes
meios de cultura: TSI (Agar Triplice-aclcar-ferro), caldo glicose, caldo lactose, caldo
sacarose, caldo uréia, meio SIM (Sulfeto, Indol e Motilidade), &gar citrato de Simmons e
agar lisina-ferro. Os isolados provenientes do hospital particular foram identificados no
hospital pelo sistema automatizado Vitek 2 (BioMérieux). Todos os isoaldos foram re-
identificados bioquimicamente utilizando testes convencionais de identificacdo no
laboratério de microbiologia do Departamente de Medicina Tropical-UFPE. Os isolados
foram mantidos em estoque congelado com glicerol 15% a -20°C. Para as analises foram
cultivados em Caldo Brain Heart Infusion (BHI) ou Caldo Luria Bertani (LB) e plaqueados

em Agar nutriente (AN).

4.2. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

Todos os isolados foram analisados quanto a resisténcia a antimicrobianos através
do teste de difusdo de disco em Agar Mieller-Hinton proposta por Kirby e Bauer (CLSI,
2006), utilizando os seguintes antimicrobianos: amoxicilina (AMO), ampicilina (AMP),
amoxicilina/ &cido clavulanico (AMC), ampicilina/sulbactam (APS), aztreonam (ATM),
cefepime (CPM), cefotaxima (CTX), cefoxitina (CFO), ceftazidima (CAZ), cefalotina
(CFL), ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GEN), imipenem (IMP), meropenem (MPM),
piperacilina/ tazobactam (PIT), trimetoprim/ sulfa (TSU), amicacina (AMI), &cido
nalidixico (NAL), cloranfenicol (CLO), estreptomicina (EST) e tetraciclina (TET). Ap0s
18 horas de incubagdo a 37°C, o didmetro do halo de inibicdo foi medido em milimetros e
interpretado como sensivel, intermediario ou resistente, respeitando os critérios do CLSI.
Todos os isolados de K. pneumoniae estudados apresentavam resisténcia ou
susceptibilidade intermediaria as cefalosporinas de terceira, quarta geracdo e/ou ao

aztreonam, indicando que esses isolados sdo suspeitos de serem produtores de ESBLSs.

75



CABRAL, AB. Caracterizacdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae...

Alguns isolados apresentavam resisténcia ao imipenem e/ou meropenem, indicando que

esses isolados sdo suspeitos de serem produtores de carbapenemases do tipo KPC ou MBL.

4.3. Deteccéo fenotipica de ESBLs

Para detec¢do fenotipica da producdo de ESBLs foi utilizado o teste de sinergia de
disco duplo (VERCAUTEREN et al., 1997). O inéculo com turbidez de 0,5 da escala de
MacFarland foi semeado confluentemente em Agar Mueller-Hinton. Em seguida,
depositados em cada placa um disco de cefotaxima ou ceftazidima, um disco de aztreonam
e 1 disco de Amoxicilina/ acido clavulanico com uma distancia entre eles de 20 mm. As
placas foram incubadas a 37°C por 18 a 24h. A observacdo do aumento da zona de inibicao
ao redor do disco da cefalosporina de 3 geragdo em direcéo ao disco contendo clavulanato
(inibidor de B-lactamase) é indicativa da producdo de ESBLs pelo microrganismo. Como
controle positivo foi utilizado uma linhagem de K. pneumoniae ESBL positiva (K16R)
(SOUZA LOPES et al., 2005).

4.4. Detecgdo fenotipica de KPC

Os isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes do hospital particular que
apresentaram resisténcia aos carbepenémicos imipenem e/ou meropenem foram testados
para producdo de carbapenemases atraves do MHT (LEE et al., 2001). A cepa E. coli
ATCC 25922 foi semeada, utilizando-se um swab, em agar Mueller-Hinton com uma
suspensdo padronizada a 0,5 na escala de turbidez de McFarland. Ap6s secagem,
depositou-se um disco contendo o antimicrobiano no centro da placa, o teste foi feito
usando tanto discos de meropenem quanto ertapenem. Os isolados de K. pneumoniae
foram inoculados, utilizando-se alca de platina, da margem do disco a periferia da placa de
petri, e incubados por 24h a 37°C. O teste foi considerado positivo quando houve distor¢ao

no halo de inibi¢&o na intersecdo entre esta zona e o inoculo de K. pneumoniae.

4.5. Detecgéo fenotipica de MBL

Os isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes do hospital particular que

apresentaram resisténcia aos carbepenémicos imipenem e/ou meropenem foram testados
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para producdo de metalo-B-lactamases através do E-Test MBL com Imipenem e
Imipenem/EDTA. Os isolados bacterianos foram semeados em agar Mueller-Hinton com
uma suspensdo padronizada do microrganismo a 0,5 na escala de turbidez de McFarland.
A fita de E-Test MBL foi depositada no centro da placa. A interpretacao foi: 1. Positivo
para producdo de MBL quando a relagdo entre os MICs de Imipenem e Imipenem/EDTA
foi maior ou igual a 8, ou maior ou igual a 3 vezes o logaritmo da relacdo dos MICs de
Imipenem e Imipenem/EDTA na base 2 (3 log2 MIC-Imipenem : MIC-Imipenem/EDTA);
2. Negativo para producdo de MBL quando a relacdo entre os MICs de Imipenem e
Imipenem/EDTA foi menor que 1. Aparecimento de zona “fantasma” ou deformacéo da
elipse € indicativo da producéo de MBL. Foram utilizados dois isolados de P. aeruginosa

como controle positivo e um isolado de K. pneumoniae como controle negativo.

4.6. Extracéo de DNA total

Foi extraido o DNA genémico dos 24 isolados segundo Maniatis et al. (1982). Os
isolados bacterianos foram crescidos em caldo LB por 18h a 37°C e 1,5 ml da cultura foi
centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento
lavado com 500ul de TE 10:1 (10mM Tris-Cl pH 8,0; 1mM EDTA pH 8,0 e agua MilliQ
g.s.p), homogenizado e centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e novamente ressuspendido em 500uL de TE 10:1. Em seguida foi adicionado
10ul de Proteinase K (5mg/ml), ap6s homogeneizacao a suspenséo foi incubada a 60°C por
20 minutos. A lise foi concluida adicionando-se 100pl de STE (2,5% SDS; 0,25M EDTA,
10mM Tris-Cl pH 8,0) e incubando por 15 minutos a 60°C. Apds 5 minutos a temperatura
ambiente e 5 minutos em gelo, foram acrescentados 130ul de acetato de potassio 5M com
acido acético 11,5% e cuidadosamente homogenizado, permanecendo a solucdo em gelo
por 15 minutos. Apos a centrifugacdo por 15 minutos, o sobrenadante, aproximadamente
700ul, foi transferido para outro tubo e o mesmo volume de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1) foi adicionado, seguido de centrifugacdo por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido para outro tubo estéril e o DNA foi precipitado com
aproximadamente 420ul de isopropanol incubado a -20°C por 18h ou -80°C por 20
minutos. Em seguida, o material foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C e ao
precipitado seco foram adicionados 10ul de RNAse (50pg/ml). O DNA foi quantificado

77



CABRAL, AB. Caracterizacdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae...

por comparagdo com quantidade conhecida de DNA do fago lambda clivado com a enzima
Hind I11 em gel de agarose a 1,0%.

4.7. Condicbes da PCR para identificacdo dos genes blasyy € blatem

Os genes blasyy € blatem foram investigados pela técnica de PCR utilizando os
primers descritos na tabela 2. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume
total de 25 ul por tubo, compreendendo: 1ul de DNA genémico a 5ng/ul, 2,0U da enzima
Taq DNA polimerase (Promega), 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTP)
(Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl,, 1 pumol dos primers para os genes blasyy € blatem.
Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo, constituido de um tubo
com todos os componentes da reacdo ao qual ndo foi adicionado DNA e um controle
positivo, com o DNA da linhagem de K. pneumoniae K16R. As amplificagdes foram
realizadas em termociclador (Bioclycer da Biosystems) programado para 5 minutos a 96°C
para desnaturacdo inicial, seguido de 35 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 96°C
para desnaturacao, 1 minuto a uma temperatura de anelamento de 62° C para o gene blagyy
e 57° C para o gene blargm € 1 minuto a 72°C para extensdo. Apds os 35 ciclos, foi
realizada uma etapa de alongamento final de 10 minutos a 72°C.

4.8. Condicbes da PCR para identificacdo dos genes blactx-m

Os genes de resisténcia blactx.m foram investigados pela técnica de PCR
inicialmente com os iniciadores consensus CTX-MA que amplifica todos os genes blacrx-
m (Tabela 2). As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl
por tubo, compreendendo: 1ul de DNA gendmico a 5ng/ul, 2,0U da enzima Taq DNA
polimerase (Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl; e 1 pmol dos
primers. Em cada partida de amplificagdo foi incluso um controle negativo e um controle
positivo, com o DNA da linhagem de K. pneumoniae K18P (LOPES et al., 2010). As
amplificagcdes do gene blactx-m foram realizadas com ciclos de desnaturacao inicial & 95 °C
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95 °C para
desnaturacdo, 1 minuto a 61°C para anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para
extensdo. Apds estes ciclos foi realizada uma etapa de alongamento final de 10 minutos a

72 °C. Os isolados positivos para o gene blactx-m foram submetidos novamente a PCR com
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primers especificos para o grupo 1 (primers CTX-M13) que amplifica os genes blactx-m-1€
para 0 grupo 2 (primers CTX-M25) que amplifica 0os genes blacrx-m-2, has mesmas
condicdes de reacdo de PCR descritas acima, porém com temperatura de anelamento

especifica para cada primer.

4.9. Condic6es da PCR para identificacdo dos genes blakpc

Os genes de resisténcia blakpc foram investigados pela técnica de PCR, com os
primers descritos na tabela 2. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume
total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1pl de DNA genémico a 5ng/pl, 2,0U da enzima
Taq DNA polimerase (Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl, e
1 umol dos primers. Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo. As
amplificacfes do gene blakpc foram realizadas com ciclos de desnaturagdo inicial & 95 °C
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95°C para
desnaturacdo, 1 minuto a 63°C para anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para
extensdo. Apds estes ciclos foi realizada uma etapa de alongamento final de 10 minutos a
72°C.

4.10. Condicdes da PCR para identificacéo dos genes de MBL

Os genes de resisténcia blay v, blayve e blaspy foram investigados pela técnica de
PCR, com os primers descritos na tabela 2. As reacfes de amplificacdo foram preparadas
em um volume total de 25 ul por tubo, compreendendo: 1ul de DNA genémico a 20ng/ul,
1,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 100 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5
mM de MgCl; e 0,4 umol dos primers. Em cada partida de amplificagdo foi incluso um
controle negativo. As amplificagdes dos genes de MBL foram realizadas com ciclos de
desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1
minuto & 95°C para desnaturacdo, a etapa de anelamento dos primers constituiu de 1
minuto a 60°C para bla;up € blaspm € 1 minuto a 62°C para blay;y € a etapa de extensio
constituiu de 1 minuto a 68°C. Apos estes ciclos foi realizada uma etapa de alongamento

final de 5 minutos a 68°C.
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4.11. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,0% em tampéo TBE e voltagem constante de 100 v. Foi utilizado um marcador de 100pb
(Ludwig biotec) como padrédo de peso molecular. Os géis foram adicionados de brometo de
etidio a 10pg/mL, visualizados em transiluminador de luz ultravioleta (UV) e fotografados

pelo sistema de fotodocumentacao Photocap da Vilber Lourmat.

4.12. Extragdo de DNA plasmidial

A extracdo de plasmideos foi realizada através do sistema UltraClean Endotoxin-
Free Mini Plasmid Prep Kit (Mo Bio Lab), de acordo com as instrucdes do fabricante.

O DNA plasmidial (10 pl) adicionado de 2 pl de tampao de amostra (azul de
bromofenol, 30% de glicerol em TE) foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
0,7% em tampao TBE. A eletroforese foi realizada a temperatura ambiente por cerca de 2h
a 70v e 30 mA. Apobs a migracdo em gel de agarose o DNA plasmidial foi visualizado e
documentado como descrito anteriormente. Foi utilizada a linhagem de K. pneumoniae
K16R (SOUZA LOPES et al., 2005) com plasmideos de tamanho conhecido como

marcador de peso molecular.

4.13. ERIC-PCR

Para o método da ERIC-PCR foram utilizados os primers descritos na tabela 2. As
reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1ul de DNA gendmico a 100ng/pl, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase
(Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,52 mM de MgCl, e 0,4 umol dos
primers. Em cada partida de amplificagdo foi incluso um controle negativo. As
amplificagdes foram realizadas com ciclos de desnaturagdo inicial a 95 °C por 3 minutos,
seguido de 40 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 92 °C para desnaturagdo, 1
minuto a 36°C para anelamento do primer e 8 minuto a 72°C para extensdo. Apos estes
ciclos também foi realizada uma etapa de alongamento final de 16 minutos a 72 °C. Os
produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em

tampdo TBE e voltagem constante de 100v, como citado anteriormente. A analise dos
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fragmentos amplificados pela ERIC-PCR e a constru¢cdo do dendrograma foram feitas
utilizando o software DARwin 5.0.

4.14. Consideracdes Eticas

Os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos referidos isolados
patogénicos de K. pneumoniae nio necessitaram ser encaminhados a Comisso de Etica
em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), uma vez que os isolados tratam de amostras

secundérias de laboratorios e ndo dispomos de nenhum contato ou dados de pacientes.

81



CABRAL, AB. Caracterizacdo genética de isolados clinicos de K. pneumoniae...

Tabela 1. Origem e perfil de resisténcia a antimicrobianos dos isolados clinicos de K.

pneumoniae provenientes do Hospital publico e do Hospital Particular nos anos de 2007 e

2008, respectivamente da cidade de Recife-PE.

Isolado®  Origem Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos®
K1A Ponta de cateter  AMO, AMP, AMC, ATM, CMP, CTX, CAZ, CIP, GEN, PIT, TSU, NAL, CLO(int)
oA Urina AMO, AMP, AMC, ATM, CMP, CTX, CAZ, CIP, GEN(int), PIT, TSU, NAL,
EST(int), TET
K3A Ferida AMO, AMP, AMC, CTX(int), TSU, NAL(int), TET
operatorla
K4A Secregdo AMO, AMP, AMC, CTX(int), NAL, TET
traqueal
K5A Urina AMO, AMP, AMC, ATM, CMP, CTX, CAZ, GEN, PIT(int), TSU, CLO, TET
K6A Urina AMO, AMP, AMC, ATM (int), CIP, GEN(int), NAL, CLO, TET
KIA Secrego AMO, AMP, AMC, ATM, CMP, CTX, CAZ, CIP, GEN(int), PIT(int), TSU NAL, EST
traqueal (int), TET
Secrecdo .
K9A waduen AMO, AMP, AMC, ATM, CMP, CTX, CAZ, PIT(int), TSU, CLO
K10A Urina AMO, AMP, AMC, ATM, CPM, CTX, CFO(int), CAZ, CIP, PIT, TSU, AMI(in),
NAL, CLO, TET
K12A Urina AMO, AMP, AMC, CMP, CFO, CIP, MPM, PIT, TSU, AMI
K1 Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT, TSU,
NAL, CLO, TET
K3P g;ggg’e”to AMO, AMP, AMC(int), APS, ATM, CMP, CTX, CAZ, CFL, PIT, TSU
AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT, TSU,
K5P Sangue CLO TET
Kap Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, CIP, GEN, IMP, MPM,
PIT, TSU, AMI, NAL, CLO, TET(int)
Ko Secrecio  de  AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ, CFL, CIP, PIT, TSU, NAL, CLO,
abcesso EST(int), TET
K107 Secrecio  de AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ, CFL, CIP, IMP, MPM, PIT, TSU,
coto NAL, CLO(int)
K12p Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, CIP, GEN, IMP, MPM,
PIT, TSU, AMI, NAL, CLO, TET(int)
K13p Secrecéo AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO(int), CAZ, CFL, CIP, GEN, IMP,
traqueal MPM, PIT, TSU, NAL, CLO(int), TET(int)
K14p Sanaue AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, CIP, GEN, PIT, TSU,
g NAL, CLO, EST,TET
K15p Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ, CFL, CIP, IMP, MPM, PIT, TSU,
NAL, CLO(int), TET(int)
K16p bonta de catéter  AMO. AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT, TSU,
NAL, CLO, TET(int)
K19p Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO(int), CAZ, CFL, CIP, PIT, TSU,
NAL, CLO(int), EST, TET
K20P Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, CIP, GEN, IMP, MPM,
PIT, TSU, NAL, CLO, EST(int), TET
K22p Secreco AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ, CFL, CIP, IMP, MPM, PIT, TSU,
traqueal NAL, CLO(int), EST(int), TET(int)

®Identificacdo dos isolados bacterianos: K, K. pneumoniae; A, hospital publico; P, hospital particular

®perfil de Resisténcia a Antimicrobianos: AMP, ampicilina; AMO, amoxicilina, AMC, amoxicilina-acido

clavulénico; APS, ampicilina-sulbactam; ATM, aztreonam; CPM, cefepime; CTX, cefotaxima; CFO,

cefoxitina; CAZ, ceftazidima; CFL, cefalotina; CIP, ciprofloxacina; GEN, gentamicina; IMP, imipenem;

MPM, meropenem; PIP, piperacilina/tazobactam; TSU, trimetoprin/sulfa; AMI, amicacina; NAL, acido

nalidixico; CLO, cloranfenicol; EST, estreptomicina; TET, tetraciclina; (int), intermediério.
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Tabela 2. Primers utilizados na PCR para detec¢do dos gene de B-lactamases.

Primer Sequéncia (5°- 3°) temp.® Referéncia Gene
SHV.FoR GGGTTATTCTTATTTGTCGC
62°C Rasheed et al. (2000) blagyy
SHV.ReR AGCGCGAGAAGCATCCTG
T1F ATAAAATTCTTGAAGACGAAA
57°C Rasheed et al. (2000) blatem
T2R GACAGTTACCAATGCTTAATC
CTX-MA1 SCSATGTGCAGYACCAGTAA )
61°C Saladin et al. (2002) blacTxm
CTX-MA2 CCGCRATATGRTTGGTGGTG
CTX-M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC )
60°C Saladin et al. (2002) blacTxm-1
CTX-M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC
CTX-M25U ATGATGACTCAGAGCATTCG )
62°C Saladin et al. (2002) blactx-m-2
CTX-M25L TGGGTTACGATTTTCGCCGC
KPC-1a TGTCACTGTATCGCCGTC o
63°C Yigit et al. (2001) blakpc
KPC-1b CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
VIM-DIA F CAGATTGCCGATGGTGTTTGG
62°C Dong et al. (2008) blaym
VIM-DIAR  AGGTGGGCCATTCAGCCAGA
IMP-DIAF GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC
60°C Dong et al. (2008) blayp
IMP-DIAR GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT
SPM-DIAF CCTACAATCTAACGGCGACC
60° Gales et al. (2003) blagpm
SPM-DIAR TCGCCGTGTCCAGGTATAAC
ERIC-1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC
36°C Duan et al., (2009)
ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

@ Temp, temperatura de anelamento dos primers
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi caracterizar geneticamente isolados clinicos de K.
pneumoniae atraves da investigacdo dos genes de resisténcia a B-lactamicos blargm blaspy,
blactx-m, blakpc, do perfil plasmidial e da ERIC-PCR. Foram analisados 24 isolados
clinicos de K. pneumoniae , 10 provenientes de um hospital publico da cidade de Recife-
PE e 14 de um hospital particular da cidade de Recife-PE nos anos de 2007 e 2008,
respectivamente. O Teste de sinergia de disco duplo e o Teste de Hodge Modificado foram
aplicados para deteccdo fenotipica de ESBLs e KPC, respectivamente. Todos os isolados
apresentaram o gene blaspy, 62,5% blactx-m, 29% blargm. Dentre os isolados do Hospital
particular 71% apresentaram blaxpc, O achado de 11 isolados (46%) carreando no minimo
3 dentre os 4 genes de P-lactamases pesquisados & preocupante, uma vez que nao é
frequentemente relatado. O perfil plasmidial, agrupou os isolados em 17 grupos e 3
subgrupos. A ERIC-PCR classificou os isolados em 19 perfis distintos com 6 isolados
apresentando o mesmo perfil, mostrando relagéo clonal. Podemos concluir que os isolados
estudados acumulam determinantes de resisténcia que consequentemente impdem
uma limitacdo nas opcdes terapéuticas disponiveis, explicando muitos episodios de

insucesso na tentativa de controle das infeccGes hospitalares.

Palavras-chaves: K. pneumoniae, p-lactamases, Tipagem molecular
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ABSTRACT

The aim of this study was genetically characterize clinical isolates of K. pneumoniae by the
investigation of the p-lactams resistance genes blargm, blasyy, blacrx.w  and
blakpc, the plasmid profile and ERIC-PCR. We analyzed 24 isolates from Public hospital
and from a private hospital from the city of Recife-PE from 2007 and 2008,
respectively. Double-disk  synergy testing and Modified Hodge Test were
used for phenotypic detection of ESBLs and KPC, respectively. The blasyy gene was
found in all isolates, blactx-m in 62.5% and blargm in 29%. The carbapenemase gene
blakpc was found in frequency of 71% among the isolates from hospital particular. The
finding that 11 isolates (46%) harboring at least three among the four genes p-lactamases
studied is of concern since it is not often reported. The plasmid profile
grouped the isolates from in 17 groups and 3 subgroups. The ERIC-PCR classified the
isolates in 19 distinct types with 6 isolates exhibiting the same profile, showing clonal
relationship. We can conclude that the strains accumulate resistance determinants
which consequently imposes a limitation on the treatment options available, explaining

many episodes of failure in the control of many hospital infections.

Keywords: K. pneumoniae, -lactamases, Molecular typing
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1.INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae € uma das bactérias Gram-negativas mais envolvida em
infeccdes e surtos hospitalares (FREITAS et al., 2003; PEREIRA et al., 2003; OLIVEIRA
et al., 2010), podendo causar diversas sindromes clinicas, incluindo pneumonia,
bacteriemia e infeccdo do trato urinario (ZHAO et al., 2010).

Infeccbes nosocomiais por K. pneumoniae sdo causadas por linhagens
multirresistentes e principalmente produtoras de ESBLs (Extended-Spectrum p-
lactamases), enzimas codificadas frequentemente por genes plasmidiais, que podem
degradar as cefalosporinas de 32 e 42 geracdo e 0 monobactamico, aztreonam (THERRIEN;
LEVESQUE, 2000). Existem mais de 300 ESBLs descritas, sendo a maioria derivada dos
grupos TEM e SHV (DROPA et al., 2009). No entanto, nos Gltimos anos, mais de 60
diferentes tipos de CTX-M estdo emergindo na familia Enterobacteriaceae e substituindo
as ESBLs TEM e SHV em muitos paises (JONES et al., 2009). Enzimas CTX-M tém sido
recentemente descritas no Brasil em K. pneumoniae (GARCIA et al., 2008; DROPA et al.,
2009; LOPES et al., 2010).

Os carbapenémicos sdo utilizados com frequéncia para o tratamento de infeccfes
causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes e sdo considerados farmacos de
escolha para o tratamento das infeccGes por Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs
(YIGIT et al., 2001; ANDERSON et al., 2007; PETRELLA et al., 2008). Dentre o0s
mecanismos de resisténcia a esta classe de farmacos tem se destacado recentemente a
producdo de B-lactamase do tipo KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase). Isolados
de K. pneumoniae produtores de KPC estdo sendo identificados entre os patdgenos
nosocomiais mais frequentes (NASS et al., 2008). Enzimas KPC tém sido recentemente
descritas no Brasil em K. pneumoniae (PAVEZ, MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009;
PEIRANO et al., 2009). Monteiro et al. (2009), detectaram essa enzima em isolados
provenientes de Recife-PE.

Existem outros métodos moleculares utilizados com o objetivo de caracterizar
isolados de K. pneumoniae envolvidos em infecgdes hospitalares, dentre estes, a andlise
plasmidial (SOUZA LOPES et al., 2005) e amplificacdo por PCR de sequiéncias consenso
intergénicas repetitivas de enterobactérias (ERIC-PCR) (VERSALOVIC et al., 1991). O
perfil plasmidial € uma ferramenta util para facilitar a classificacdo de isolados de K.

pneumoniae em subtipos enquanto a ERIC-PCR permite a deteccdo de clones dentro de um
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grupo fenotipicamente idéntico. Perfis plasmidiais tém sido utilizados em paralelo com
outras técnicas de tipagem para estudar a epidemiologia das infec¢fes por K. pneumoniae
(FEIZABADI et al., 2008).

O objetivo do presente estudo foi caracterizar geneticamente isolados clinicos de K.
pneumoniae provenientes de pacientes de dois hospitais da cidade de Recife-PE, através

dos genes blargm, blasyy, blactx-m € blakpc, do perfil plasmidial e da ERIC-PCR.

2.MATERIAIS E METODOS

2.1.1solados bacterianos

Foram analisados 24 isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes de diferentes
amostras clinicas (TABELA 1). Dez amostras provenientes de diversos setores de um
hospital publico e 14 provenientes da Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de um hospital
particular, nos anos de 2007 e 2008, respectivamente., da cidade de Recife-PE. Os isolados
provenientes do Hospital publico foram identificados bioquimicamente utilizando os
seguintes meios de cultura: TSI (Agar Triplice-actcar-ferro), caldo glicose, caldo lactose,
caldo sacarose, caldo uréia, meio SIM (Sulfeto, Indol e Motilidade), &gar citrato de
Simmons e &gar lisina-ferro. Os isolados provenientes do hospital particular foram
identificados no hospital pelo sistema automatizado Vitek 2 (BioMérieux).

2.2.Teste de susceptibilidade a antimicrobianos e detecgéo fenotipica de p-lactamases

Os isolados foram analisados quanto a resisténcia a antimicrobianos através do teste
de difusdo de disco em Agar Miieller-Hinton proposto por Kirby e Bauer (CLSI, 2006),
utilizando os seguintes antimicrobianos: amoxicilina (AMO), ampicilina (AMP),
amoxicilina/ &cido clavulanico (AMC), ampicilina/sulbactam (APS), aztreonam (ATM),
cefepime (CPM), cefotaxima (CTX), cefoxitina (CFO), ceftazidima (CAZ), cefalotina
(CFL), ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GEN), imipenem (IMP), meropenem (MPM),
piperacilina/ tazobactam (PIT), trimetoprim/ sulfa (TSU), amicacina (AMI), é&cido
nalidixico (NAL), cloranfenicol (CLO), estreptomicina (EST) e tetraciclina (TET). Ap06s
18 horas de incubagéo a 37°C, o didmetro do halo de inibi¢éo foi medido em milimetros e

interpretado como sensivel, intermediario ou resistente, respeitando os critérios do CLSI.
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Para deteccdo fenotipica da producéo de ESBLs foi utilizado o teste de sinergia de disco
duplo (VERCAUTEREN et al., 1997) e a pesquisa de KPC foi realizada através do Teste
de Hodge Modificado (MHT) (ANDERSON et al., 2007).

2.3.Amplificagdo por PCR dos genes de B-lactamases

O DNA gendmico foi extraido segundo Maniatis et al. (1982) e quantificado por
comparacdo com quantidade conhecida de DNA do fago lambda clivado com a enzima
Hind 111 em gel de agarose a 1% em tampédo TBE (Tris-Borato 0,089M e EDTA 0,002M).
Os genes foram pesquisados usando os primers descritos na tabela 2. As reacdes de
amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1l
de DNA gendmico a 5Sng/ul, 2,0U da enzima Tag DNA polimerase (Promega), 200 uM do
desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl,, 1 umol dos
primers. As amplificacbes foram realizadas em termociclador (Bioclycer da Biosystems)
programado para 5 minutos a 96°C para desnaturacdo inicial para os genes blasyy € blatgm
e a 95° para os genes blactx.m € blakpc, Em seguida 35 ciclos, consistindo cada ciclo de 1
minuto a 96°C para desnaturacdo, 1 minuto a temperatura especifica de anelamento do
primer e 1 minuto a 72°C para extensdo para 0s genes blasyy € blarem, Para 0s genes
blactx-m € blakpc, foram executados 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95°C
para desnaturacdo, 1 minuto a temperatura especifica de anelamento do primer e 1 minuto
a 72°C para extensdo Apos os ciclos, foi realizada uma etapa de alongamento final de 10
minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,0%.

2.4.Extracdo plasmidial e ERIC-PCR

A extracdo de plasmideos foi realizada através do sistema UltraClean Endotoxin-
Free Mini Plasmid Prep Kit (Mo Bio Lab), de acordo com as instrugdes do fabricante. Para
0 metodo da ERIC-PCR foram utilizados os primers descritos na tabela 2. As reacdes de
amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1l
de DNA gendmico a 100ng/ul, 1,0U da enzima Tag DNA polimerase (Promega), 200 uM
de dNTP (Ludwig Biotec), 1,52 mM de MgCl, e 0,4 umol dos primers. As amplificacdes
foram realizadas com ciclos de desnaturagéo inicial a 95 °C por 3 minutos, seguido de 40
ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 92 °C para desnaturagdo, 1 minuto a 36°C para

anelamento do primer e 8 minuto a 72°C para extensao. Apds estes ciclos foi realizada uma
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etapa de alongamento final de 16 minutos a 72 °C. Os produtos da extracdo plasmidial e da
ERIC-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 0,7% e 1,5%,
respectivamente. A andlise dos fragmentos amplificados pela ERIC-PCR e a construcdo do

dendrograma foram feitas utilizando o software DARwin 5.0.

3.RESULTADOS

3.1.Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

Analisando o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das 10 amostras do
hospital publico, observamos que os carbapenémicos foram o0s antimicrobianos que
apresentaram melhor atividade, imipenem inibiu todos os isolados e meropenem, nove
isolados (90%), seguido da cefoxitina (taxa de inibicdo de 80%). Os aminoglicosideos,
amicacina, estreptomicina e gentamicina inibiram 80%, 80% e 50% dos isolados,
respectivamente. Os demais antimicrobianos inibiram menos de 50% das amostras.
Analisando os 14 isolados do hospital particular, foi constatado que os aminoglicosideos,
amicacina, estreptomicina e gentamicina, foram os antimicrobianos mais eficazes, com
taxas de inibicdo 86% (12 isolados), 64% (9 isolados) e 64% (9 isolados), respectivamente.
Os demais antimicrobianos inibiram menos de 4 amostras (31%). Considerando os dois
hospitais, 0s antimicrobianos que apresentaram melhor atividade foram o0s
aminoglicosideos seguidos dos carbapenémicos. Deve-se destacar que o0s isolados K2A e o
K7A assim como K8P e o KI12P, mostraram o mesmo perfil de resisténcia a

antimicrobianos, porém néo eram clones pela ERIC-PCR.

3.2.ERIC-PCR

O padrdo de bandas gerado pela ERIC-PCR foi analisado de acordo com Tenover et
al. (1995). Seis isolados do hospital particular (K10P, K12P, K13P, K15P, K16P e K22P)
apresentaram mesmo padrdo de bandas (perfil E11), apresentando 100% de similaridade
(FIGURA 1), mostrando relagdo clonal. As demais amostras do hospital particular e do
hospital publico apresentaram perfis genéticos distintos (TABELA 3), com no maximo
60% de similaridade pela analise do dendrograma (FIGURA 1), sendo considerados nao
relacionados geneticamente por diferirem em no minimo 7 bandas (mudangas consistentes

com trés ou mais eventos genéticos independentes).
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3.3.Deteccdo fenotipica e genotipica de ESBLs

Dos 24 isolados clinicos de K. pneumoniae estudados quanto a producdo de ESBLSs,
nove (37,5%) foram positivos para o teste de sinergia de disco duplo. As amostras que
foram negativas fenotipicamente para a producdo de ESBLs apresentaram no minimo um
dos trés genes pesquisados, blasyy, blatem ou blactx-.m. Todos os isolados que foram
positivos por PCR para blactx-ma (consensus) foram positivos para blacrx-m-2 (Qrupo 2). As
24 amostras apresentaram o gene blaspy, quinze (62,5%) apresentaram o gene blacrx.m € 7
(29%) foram positivas para a presenca do gene blatem (TABELA 3). Foi detectado que
67% (16/24) das amostras foram produtoras de ESBL, baseando-se em 2 caracteristicas, a
presenca do gene blactx-m (15 isolados) e/ou por apresentar o teste de sinergia de disco
duplo positivo. A combinacdo de genes mais frequentemente observada foi blagyy, e
blactx-m (42%), seguido de blasyy € blatem (8%), a combinacao blactx-m € blargw nao foi
observada. Os trés genes pesquisados foram encontrados simultaneamente em 5 isolados
(21%): K1A, K5A, K10A, K1P e K14P (TABELA 3). A ERIC-PCR mostrou que nenhum

desses isolados eram clones.

3.4.Deteccdo fenotipica e genotipica de KPC

Apenas cinco das 10 amostras de K. pneumoniae provenientes do hospital particular
que apresentavam resisténcia aos carbapenémicos foram positivas pelo MHT. A pesquisa
por PCR do gene blakpc foi aplicada para todas as amostras dos 2 hospitais analisados. O
gene blakpc ndo foi encontrado nas amostras do hospital publico, por outro lado, dez
isolados (71%) do hospital particular apresentaram o gene blakpc amplificando um
fragmento de peso molecular de 1000 pb, conforme representado na figura 2. O isolado
K14P ndo apresentava resisténcia aos carbapenémicos, foi negativo para o MHT, porém
albergava o gene para carbapenemase KPC (TABELA 3). Os isolados K8P, K12P, K16P e
K20P apresentaram resisténcia aos carbapenémicos e o gene blakpc, porém mostraram
MHT negativo. O isolado K5P, resistente aos carbapenémicos, foi negativo para 0 MHT e

para o gene pesquisado.

3.5.Anélise do perfil plasmidial
Todas as amostras apresentaram de 1 a 10 plasmideos de diferentes tamanhos
(TABELA 4). Os plasmideos >150Kb, 150kb e <3,4kb foram encontrados em 50%, 54% e

83% dos isolados, respectivamente. Plasmideos de 100kb, 80kb, e 12kb foram encontrados
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em 57%, 78% e 50% dos isolados provenientes do hospital particular, sugerindo que pode
ter havido disseminacdo desses plasmideos. Deve-se destacar que os isolados K4A e o
K10A assim como, K12P e K13P; K14P e K19P; K15P e K16P apresentaram 0 mesmo
perfil plasmidial, definido pelo nimero e peso molecular dos plasmideos. Deve-se ressaltar
que K12P, K13P, K15P e K16P eram clones pela anélise de ERIC-PCR.

4.DISCUSSAO

A multirresisténcia entre isolados produtores de ESBL é previsivel uma vez que 0s
genes que codificam ESBL geralmente estéo localizados em plasmideos auto-transferiveis,
transposons e integrons, que podem carregar outros determinantes de resisténcia a
antimicrobianos (FEIZABADI et al., 2008). Os isolados foram testados frente a 9 classes
de antimicrobianos, porém para a maioria (18/24) as opcOes terapéuticas restringiram-se a
no maximo 4 classes, evidenciando a problematica para tratamento de isolados
multirresistentes. Foi possivel estabelecer uma associacdo entre perfil de resisténcia e
genes para B-lactamases, visto que, isolados com mesmo perfil de resisténcia apresentaram
mesmo conteddo genético (K2A e o K7A, assim como, K8P e o K12P). Os isolados do
hospital publico que apresentaram trés ou dois genes dentre blasyy, blatem € blactx-m,
foram resistentes a todas as cefalosporinas de 3% e 4* geracgdo (ceftazidima, cefotaxima e
cefepime) e ao aztreonam, enquanto os isolados que apresentaram 1 gene (blasyy) foram
resistentes a somente 1 destes antimicrobianos. Por outro lado, no hospital particular ndo
foi observada esta associacdo, uma vez que todos os isolados foram resistentes a todas as
cefalosporinas de 3% e 4% geracdo e a0 monobactamico testado, independente da quantidade
de genes apresentada.

Considerando que os isolados K3A, K4A, K6A, K12A, K3P, K8P, K12P, K20P e
22P apresentaram resisténcia as cefalosporinas de ultima geracdo e ndo apresentaram o
gene blactx-m, provavelmente os genes blasyy € blargw nestes isolados podem
corresponder a uma ESBL. Entretanto, a resisténcia a estes antimicrobianos, pode ser
conferida por outros mecanismos que ndo ESBLs (WINOKUR et al.,, 2001). Um
mecanismo que poderia explicar essa resisténcia nos isolados K8P, K12P, K20P e K22P é
a presenca do gene blakpc.

O teste de sinergia de disco duplo foi eficaz na deteccdo de todas as amostras

produtoras de ESBL (PCR positiva para blactx-m) provenientes do hospital pablico. Para
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os isolados do hospital particular, o teste foi concordante para 6 isolados, porém falhou na
deteccdo em 7 isolados. A falha do teste de sinergia de disco duplo para deteccdo de
ESBLs para os isolados K1P, K10P, K13P, K14P, K15P, K16P pode ser explicada pela
presenca concomitante de carbapenemase KPC. Tsakris et al. (2009), mostraram que a
deteccdo fenotipica de ESBLs € dificultada quando os isolados também produzem KPC,
portanto, sugerem a adi¢do de acido bordnico ao teste para inibir enzimas KPC, para que as
enzimas ESBL possam ser detectadas. O isolado K3P foi positivo fenotipicamente para o
teste de sinergia de disco duplo mesmo na auséncia de blacrx.m, cujo gene blasyy pode
corresponder a uma ESBL. Entretanto, é importante ressaltar que de acordo com a
literatura, a maioria das cepas de K. pneumoniae possuem o0 gene cromossomico blaspy-1
(BABINI; LIVERMORE, 2000; HOWARD et al. 2002; LIVERMORE, 2008; DROPA et
al., 2009).

A falha na deteccdo de ESBLs através do teste de sinergia de disco duplo para o
isolado K5P, que foi positivo para blactx-m € negativo para blakpec, pode ser explicada pelo
fato que: (1) ndo é um teste confirmatdrio para deteccdo de ESBLs (NCCLS, 2003), pois se
baseia no fendtipo bacteriano, que pode ser alterado pelas condicGes de cultivo in vitro, (2)
adicionalmente detecta somente ESBLs que sdo inibidas pelo &cido clavulanico
(atualmente 36 das 135 enzimas TEM, e 5 das 72 enzimas SHV, demonstraram a
caracteristica de resisténcia ao &cido clavulanico e inibidores relacionados, porém
nenhuma CTX-M demonstrou essa caracterisitca até 0 momento) (BUSH; JACOBY, 2010)
e (3) uma outra explicacdo é que métodos moleculares apresentam maior sensibilidade para
a deteccdo de ESBLs que métodos fenotipicos (STEWARD et al., 2001). Essa disparidade
entre resultados fenotipicos e moleculares tem sido citada na literatura.

Em alguns paises a prevaléncia da producdo de ESBL por K. pneumoniae
aproxima-se de 50% (LEAVITT, 2009), principalmente na Europa Oriental e América
Latina (PATERSON et al., 2004), porém inferior a detectada no nosso estudo (67%).
Alguns estudos brasileiros mostram diferentes taxas de enterobactérias produtoras de
ESBL em centros de saude e até mesmo na comunidade, especialmente em isolados de K.
pneumoniae (NOGUEIRA et al., 2006; MINARINI et al., 2007; SILVA DIAS; BORGES-
NETO; FERRAIUOLI, 2008; DROPA et al., 2009; LOPES et al., 2010). A combinacéo
dos genes blasyy, blatem € blactx-.m em Enterobacteriaceae, ja foi relatada por outros
autores como Lal et al. (2007) e Dropa et al. (2009).
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O MHT falhou na detecgdo de carbapenemases em cinco isolados resistentes aos
carbapenémicos e que apresentavam o gene blakpc. No Brasil é mais comum ocorrer
resultado falso positivo para producdo de carbapenemase, por exemplo em amostras de K.
pneumoniae produtoras de cefotaximases e que apresentam simultaneamente perda de
porinas (ANVISA, 2010). Problemas com a deteccdo de KPC mediando resisténcia aos
carbapenémicos em Enterobacteriaceae foram relatados por outros pesquisadores
(TENOVER et al., 2006; ANDERSON et al., 2007), por isso tem sido indicada a deteccao
fenotipica de KPC utilizando o &cido bordnico (TSAKRIS et al., 2009).

Analisando as amostras do hospital particular, um fato que merece destaque é o
encontro do gene blaxpc na frequéncia de 71%, igual a frequéncia de ESBL neste hospital.
Este fato limita efetivamente as op¢Oes terapéuticas e favorece o aumento de indices de
mortalidade (BRATU et al., 2005a). O gene blakpc ndo foi encontrado nas amostras do
hospital publico, porém o isolado K12A apresentava resisténcia ao meropenem. Resultados
semelhantes foram encontrados por outros autores, como Elliott et al. (2006), Woodford et
al. (2007), Leavitt et al. (2009) e Dienstmann et al. (2010), que justificaram a resisténcia
aos carbapenémicos através da combinacdo da impermeabilidade da membrana com f-
lactamases cromossémicas (AmpC) ou de amplo espectro. Outro achado relevante é a ndo
expressao de resisténcia aos carbapenémicos pelo isolado K14P, positivo para blakec. A
falsa sensibilidade in vitro aos carbapenémicos poderia explicar muitos episddios de
insucesso terapéutico na tentativa de controle de muitas infeccdes hospitalares (BRATU et
al., 2005b; WALLACE et al., 2010). Resultados semelhantes foram encontrados por Peleg
et al. (2005), onde apenas 5 em 19 isolados que carreavam genes de carbapenemase
expressavam resisténcia aos carbapenémicos. A aquisicdo de genes que codificam
carbapenemases nem sempre estd associada com niveis elevados de resisténcia aos
carbapenémicos (BERTONCHELI; HORNER, 2008). Esta susceptibilidade variavel
pode ser explicada por uma série de fatores, como: (1) co-presenca de outros mecanismos
de resisténcia (LIVERMORE, 2002), (2) supressao genetica que leva a um gene silencioso
ou (3) dosagem do gene dependente do numero de cépias de plasmideos (PELEG et al.,
2005).

Analisando o perfil plasmidial dos isolados, podemos supor que os plamideos de
mesmo peso molecular podem ter se disseminado entre as amostras do hospital particular,
uma vez que K. pneumoniae € considerada reservatorio nosocomial e

fonte de transmissdo de plasmideos de resisténcia (AKTAS et al., 2006). De acordo com
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Sharma; Ray e Sharma (2010), ha uma forte correlacdo entre o nimero de plasmideos
abrigados por um isolado e a resisténcia apresentada a varias farmacos, portanto cepas
abrigando multiplos plasmideos simultaneamente exibem co-resisténcia a diferentes
classes de antimicrobianos. Esta associacdo ndo foi observada no presente estudo, uma vez
que, isolados resistentes ao maior numero de farmacos (K8P e K12P) ndo sdo os que
apresentaram maior quantidade de plasmideos (K15P e K16P), assim como, os resistentes
ao menor numero de farmacos (K3A e K4A) ndo sdo 0s que apresentaram menor
quantidade de plasmideos (K12A e K5P). Adicionalmente, isolados que apresentaram o
mesmo perfil de resisténcia, ndo apresentaram mesmo perfil plasmidial, e outros,
compartilharam o mesmo perfil plasmidial, mas diferentes resisténcias.

Analisando quantitativamente os plasmideos e 0s genes blasyy, blatem € blactx-m,
ndo foi observada uma correlacdo, uma vez que, os isolados positivos para os trés genes
apresentaram no maximo 4 plasmideos e os isolados positivos para somente um gene,
apresentaram de 1 a 9 plasmideos. Os demais isolados apresentaram dois genes com
quantidades varidveis de plasmideos. K1P foi positivo para os quatro genes de [-
lactamases pesquisados (blaspy, blatem, blactx-m € blakpc) € apresentou somente 2
plasmideos (100kb e 8kb), enquanto isolados que apresentaram até dois genes carreavam
até 9 plasmideos. De acordo com Yan, Ko e Wu (2001) e Essack; Hall; Livermore (2004),
0 ndmero de genes de resisténcia carreados nos plasmideos de K. pneumoniae
multirresistentes pode chegar até cinco. A presenca de plasmideos de alto peso molecular
(60 a 180 Kb) em isolados clinicos de K. pneumoniae € bastante comum e tem sido
frequentemente associada com a producdo de ESBLs (LI ; LIM, 2000; CHANAWONG et
al., 2002; SOUZA LOPES et al., 2005; WEI et al., 2005), porém os isolados K1A, K5P e
K9P ndo apresentavam estes plasmideos e foram positivos para ESBL. O gene blakpc esta
frequentemente associado ao transposon tn4401 (NAAS et al., 2008; FONTANA et al.,
2010), que ja foi identificado em plasmideos de diferentes tamanhos (PATEL; RASHEED;
KITCHEL, 2009).

Analisando o padrdo de bandas gerado pela ERIC-PCR, vimos que seis isolados do
hospital particular mostraram relagdo clonal mesmo apresentando diferentes fenotipo de
resisténcia, contetdo de genes de resisténcia e perfil plasmidial. Na literatura existem
dados de tipagem molecular que corroboram estes resultados. Ben-Hamouda et al. (2003),
encontraram idénticos padrdes de PFGE ou ERIC-PCR, a exemplo P6c, com diferentes

perfis de susceptibilidade a farmacos (A7 e A12). Bennet et al. (2010), ndo encontraram
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correlagdo entre padrbes PFGE e genes de resisténcia. Souza Lopes et al. (2005),
encontraram subtipos RAPD com diferentes perfis plamidiais. Semelhante aos nossos
resultados com os isolados do hospital publico, Ben-Hamouda et al. (2003), encontraram
diferentes PFGE com idéntico perfil de resisténcia, Bennet et al. (2010), encontraram
diferentes PFGE com mesmos genes de resisténcia e Haryani et al. (2007), encontraram
diferentes RAPD com mesmo perfil plasmidial. Estas disparidades das técnicas de tipagem
devem-se ao fato de que as provas para clonalidade sdo melhor consideradas relativas que
absolutas, devido ao potencial de mudancas genéticas detectaveis apenas pelo
seqlienciamento de DNA ou outras analises especificas (TENOVER et al., 1995).

O achado de 11/24 isolados (46%) carreando no minimo 3 dentre os 4 genes de 3-
lactamases pesquisados € preocupante. Deve-se ressaltar que os isolados K1P e K14P
apresentaram 0s genes blasyy, blatem, blactx-m € blakpc. De acordo com Ktari et al.
(2006), a simultanea producdo de trés B-lactamases por K. pneumoniae merece destaque,
enquanto a  coexisténcia de duas enzimas ocorre  mais  frequentemente em
Enterobacteriaceae (KASSIS-CHIKHANI et al., 2006; CAGNACCI et al., 2007). Tal
acumulo de determinantes de resisténcia em uma cepa, como observado nesse estudo,
impde uma limitacdo nas opcles terapéuticas disponiveis para o tratamento de infecgdes
causadas por K. pneumoniae. Outro achado que merece destaque é a presenca de clones
intra-hospitalar. Esses resultados devem alertar as autoridades médicas para instituir
rigorosos métodos de deteccdo e consequentemente controle da disseminacao de genes de
resisténcia em ambiente hospitalar. Medidas a fim de controlar o uso excessivo de

antimicrobianos também devem ser tomadas.
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Tabela 1. Origem e perfil de resisténcia a antimicrobianos dos isolados clinicos de K.
pneumoniae provenientes do Hospital publico e do Hospital particular nos anos de 2007 e

2008, respectivamente da cidade de Recife-PE.

Isolado®  Origem Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos®
K1A Ponta de cateter  AMO, AMP, AMC, ATM, CMP, CTX, CAZ, CIP, GEN, PIT, TSU, NAL, CLO(int)
oA Urina AMO, AMP, AMC, ATM, CMP, CTX, CAZ, CIP, GEN(int), PIT, TSU, NAL,
EST(int), TET
K3A Ferida AMO, AMP, AMC, CTX(int), TSU, NAL(int), TET
operatorla
K4A Secregdo AMO, AMP, AMC, CTX(int), NAL, TET
traqueal
K5A Urina AMO, AMP, AMC, ATM, CMP, CTX, CAZ, GEN, PIT(int), TSU, CLO, TET
K6A Urina AMO, AMP, AMC, ATM (int), CIP, GEN(int), NAL, CLO, TET
KIA Secrego AMO, AMP, AMC, ATM, CMP, CTX, CAZ, CIP, GEN(int), PIT(int), TSU NAL, EST
traqueal (int), TET
Secrecdo .
K9A waduen AMO, AMP, AMC, ATM, CMP, CTX, CAZ, PIT(int), TSU, CLO
K10A Urina AMO, AMP, AMC, ATM, CPM, CTX, CFO(int), CAZ, CIP, PIT, TSU, AMI(int),
NAL, CLO, TET
K12A Urina AMO, AMP, AMC, CMP, CFO, CIP, MPM, PIT, TSU, AMI
K1 Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT, TSU,
NAL, CLO, TET
K3P g;ggg’e”to AMO, AMP, AMC(int), APS, ATM, CMP, CTX, CAZ, CFL, PIT, TSU
AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT, TSU,
K5P Sangue CLO TET
Kap Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, CIP, GEN, IMP, MPM,

PIT, TSU, AMI, NAL, CLO, TET(int)

Secrecéo de AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ, CFL, CIP, PIT, TSU, NAL, CLO,

K9P abcesso EST(int), TET
K10P Secrecéo de AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ, CFL, CIP, IMP, MPM, PIT, TSU,
coto NAL, CLO(int)
K12p Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, CIP, GEN, IMP, MPM,
PIT, TSU, AMI, NAL, CLO, TET(int)
K13p Secrecédo AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO(int), CAZ, CFL, CIP, GEN, IMP,
traqueal MPM, PIT, TSU, NAL, CLO(int), TET(int)
K14P Sangue AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, CIP, GEN, PIT, TSU,
NAL, CLO, EST, TET
K15P Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ, CFL, CIP, IMP, MPM, PIT, TSU,
NAL, CLO(int), TET(int)
K16P Ponta de catéter AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT, TSU,
NAL, CLO, TET(int)
K19P Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO(int), CAZ, CFL, CIP, PIT, TSU,
NAL, CLO(int), EST, TET
K20P Urina AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO, CAZ, CFL, CIP, GEN, IMP, MPM,
PIT, TSU, NAL, CLO, EST(int), TET
K22P Secrecao AMO, AMP_, AMC, A_PS, ATM, CMP, CTX, CAZ, CFL, CIP, IMP, MPM, PIT, TSU,
traqueal NAL, CLO(int), EST(int), TET(int)

®Identificacdo dos isolados bacterianos: K, K. pneumoniae; A, hospital publico; P, hospital particular

®perfil de Resisténcia a Antimicrobianos: AMP, ampicilina; AMO, amoxicilina, AMC, amoxicilina-acido
clavulénico; APS, ampicilina-sulbactam; ATM, aztreonam; CPM, cefepime; CTX, cefotaxima; CFO,
cefoxitina; CAZ, ceftazidima; CFL, cefalotina; CIP, ciprofloxacina; GEN, gentamicina; IMP, imipenem;
MPM, meropenem; PIP, piperacilina/tazobactam; TSU, trimetoprin/sulfa; AMI, amicacina; NAL, &cido

nalidixico, CLO, cloranfenicol; EST, estreptomicina; TET, tetraciclina; (int), intermediario.
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Tabela 2. Primers utilizados na PCR para detec¢do dos gene de B-lactamases.

Primer Sequéncia (5°- 3") temp.®  Referéncia Gene
eI sic S ——
e SR
T SLITENCATI e swamnn )
T STANMNTESS e swaman )
TN MNCATAGENTE e s @)t
R A ———
L NSTASTICCIOCSATING o o, i

®@Temp, temperatura de anelamento dos primers
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Tabela 3. Caracterizacdo dos isolados de K. pneumoniae atraves da deteccdo fenotipica e

molecular de B-lactamases, perfil plasmidial e perfil da ERIC-PCR.

Isolado Teste  de c Perfil Perfil da
Bacteriano® sinergia® blasyy blargm  blacrxm  MHT®  blagec Plasmidial EEII?C-
K1A + + + + NT - P6 E3
K2A + + - + NT - P7 El
K3A ) + - - NT - P2 E7
KAA ) + - - NT - P1 E4
K5A + + + + NT - P3 E5
K6A - + - - NT - P4 E6
K7A + + - + NT - Pla E10
K9A + + - + NT - P8 E2
K10A + + + + NT - P1 E9
K12A - + - - NT - P5 E8
K1P - + + + + + P15 E14
KsP * + - - NT - P12 E15
KSP - + - + - - P13 E12
K8P ) ¥ + - - + P14 E13
K9P + + - + NT - P16 E17
K10P - + - + + + P10a Ell
K12P - + + - - + P9 Ell
K13P - + - + + + P9 Ell
K14pP - + + + - + P11 E19
K15P - + - + + + P10 E11l
K16P - + - + - + P10 E11l
K19pP + + - + NT - P11 E16
K20P - + - - - + P17 E18
K22P - + - - + + P9a Ell

Wl dentificacéo dos isolados bacterianos: K, K. pneumoniae; A, hospital ptblico; P, hospital particular

®)Deteccdo da producdo fenotipica de ESBL através do teste de Sinergia de disco duplo

©Deteccéo da produgio fenotipica de KPC através do Teste de Hodge Modificado

NT, ndo testado
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Tabela 4. Perfil plasmidial dos isolados dos hospitais publicos e particular analisados neste

estudo.

ISOLADO NUMERO DE . PERFIL
BACTERIANO® PLASMiDEOS |AMANHO DOSPLASMIDEOGS PLASMIDIAL
K1A 2 4kb: <3,4kb P6

>150kb; 150kb; 90kb; 4kb; dois
K2A 6 <3.4Kb P7
K3A 5 >150kb; 150kb; 3.4kb; dois <3,4kb P2
K4A 3 >150kb; 150kb; <3,4kb P1
K5A 3 >150kb; 150kb; 3,4kb P3
K6A 3 >150kb; 10kb; <3,4kb P4
K7A 4 >150kb; 150kb; 3,4kb; <3,4kb Pla
>150kb; 150kb; 100kb; 80kb; 10kb;
K9A 8 trés <3,4kb P8
K10A 3 >150kb; 150kb; <3,4kb P1
K12A 1 <3,4kb P5
K1P 2 100kb; 8kb P15
K3P 2 80kb; 12kb P12
K5P 1 <3,4kb P13
K8P 5 100kb; 80kb; 3,4kb; dois <3,4kb P14
K9P 2 8bk; <3,4kb P16
Dois >150kb; 150kb; 100kb; 80kb;
K10P 9 65kb; 15kb: 12Kb: 9kb P10a
150kb; 100kb; 80kb; 65kb; 15kb;
K12p 8 12kb: Okb: <3,4kb P9
150kb; 100kb; 80kb; 65kb; 15kb;
K13p 8 12kb; 9kb: <3,4kb P9
K14P 4 80kb; 8kb; dois <3,4kb P11
Dois >150kb; 150kb; 100kb; 80kb;
K15P 10 65kb: 15kb: 12kb: 9kb: <3.4kb P10
Dois >150kb; 150kb; 100kb; 80kb;
K16P 10 65kb: 15kb: 12kb: 9kb: <3.4kb P10
K19P 4 80kb; 8kb; dois <3,4kb P11
K20P 5 80kb; 75kb; 3,4:kb; dois <3,4kb P17
K2op 9 >150kb; 150kb; 100kb; 80kb; 65kb; Pog

15kb; 12kb; 9kb; <3,4kb

Widentificacdo dos isolados bacterianos: K, K. pneumoniae; A, hospital ptblico; P, hospital particular

Kb, Kilo-base
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Figura 1. Tipagem pela técnica de ERIC-PCR. a. Gel de agarose a 1,5% representativo do produto
amplificado da ERIC-PCR. Linha 1, Marcador de peso molecular de 100pb; linhas 2 a 9, isolados do
Hospitais puablico e particular. b. Dendograma gerado pela ERIC-PCR, usando o programa DarWin 5.0,
ilustrando a relacdo dos 19 perfis de ERIC-PCR.

Figura 2. Gel de agarose a 1,0% mostrando o produto amplificado por PCR para o gene blakpc. Linha 1,
Marcador de peso molecular de 100pb; linhas 2 a 14, isolados do Hospital particular; linha 16, Controle

negativo.
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RESUMO

Foram analisados 14 isolados clinicos multirresistentes de K. pneumoniae provenientes de
pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva de um hospital particular da cidade
de Recife, Brasil, com o objetivo de determinar a ocorréncia de genes para metalo-f3-
lactamases blayu, blajwpe € blaspm. O E-Test MBL foi aplicado para a detecgdo fenotipica
de MBL. O gene blayy foi encontrado em 7 isolados e os genes bla;yp e blasppm ndo foram
detectados. Este é o primeiro relato do gene blay;y em isolados de K. pneumoniae no

Brasil.

Palavras-chaves: K. pneumoniae, metalo-B-lactamase, blaym

ABSTRACT

Were analyzed 14 multi-drug resistant clinical isolates of K. pneumoniae from an UTI
of a private hospital in the city of Recife, Brazil, with the aim of determine the occurrence
of the metallo-B-lactamase (MBL) genes blayy, blawe € blaspm. The E-test MBL was
applied for the phenotypic detection of MBL. The blay,v gene was found in 7 isolates
and the genesblaymp and blaspm were not detected. This is the first report of

blaym in K. pneumoniae isolates from Brazil.

Keywords: K. pneumoniae, metallo-pB-lactamase, blay.
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1.INTRODUCAO

O uso dos carbapenémicos tem aumentado nas Ultimas duas décadas sendo
frequentemente utilizados para terapia empirica de infec¢bes por bacilos Gram-negativos.
Entretanto, a emergéncia da resisténcia bacteriana a esses farmacos é uma das maiores
ameacas para o tratamento antimicrobiano dessas infeccdes (WEI et al., 2007; PATEL;
RASHEED; KITCHEL, 2009; TSAKRIS et al., 2009).

Um importante mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos que vem se
destacando em membros da familia Enterobacteriaceae é a producdo de Metalo--
lactamase (MBL), antes exclusiva de espécies de Pseudomonas e Acinetobacter
(PATERSON, BONOMO; 2005). A producdo de MBL por enterobactérias €
observada nos hospitais brasileiros desde 2003 (LINCOPAN et al., 2006). No Brasil, ndo
ha relatos de MBL do tipo SPM em enterobactérias (SADER et al., 2005; WALSH
et al., 2005), IMP ja foi descrita em isolados de K. pneumoniae (LINCOPAN et al., 2005),
porém VIM ainda ndo foi relatada em K. pneumoniae. O primeiro relato de VIM nesta
espécie bacteriana, no continente americano, ocorreu na Venezula no ano de 2008
(MARCANO et al., 2008). Este é o primeiro relato de isolados de K. pneumoniae

carreando o gene blayu no Brasil.

2.MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 14 isolados de K. pneumoniae provenientes da Unidade de
Terapia Intesiva de um hospital particular da cidade de Recife-PE no ano de 2008. Os
isolados foram identificados pelo sistema automatizado Vitek 2 (BioMérieux) e analisados
quanto a resisténcia a antimicrobianos através do teste de difusdo de disco em Agar
Modeller-Hinton proposto por Kirby e Bauer (CLSI, 2006). O E-Test MBL com Imipenem
e Imipenem/EDTA foi aplicado para os 10 isolados que apresentavam resisténcia aos
carbapenémicos. A pesquisa dos genes blayv, blavp € blaspm através da técnica de PCR
foi aplicada para todos os 14 isolados, utilizando os primers VIM-DIA F5’-
CAGATTGCCGATGGTGTTTGG-3> e VIM-DIA R5-AGGTGGGCCATTCAGCC
AGA-3’ (DONG et al., 2008), IMP-DIA F5’-GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC-3’ ¢
IMP-DIA R5’-GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT-3’(DONG et al., 2008) e SPM-DIA F

5’-CCTACAATCTAACGGCGACC-3* e SPM-DIA R 5-TCGCCGTGTCCAGGT
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ATAAC-3" (GALES et al., 2003). As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um
volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1ul de DNA genémico a 20ng/ul, 1,0U da
enzima Taq DNA polimerase (Promega), 100 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de
MgCl, e 0,4 pmol dos primers. As amplificacbes foram realizadas com ciclos de
desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos: 1 minuto a 95°C, 1
minuto a 60°C para bla,yp e blaspm € 1 minuto a 62°C para blay;y e 1 minuto a 68°C.
Apos estes ciclos foi realizada uma etapa de alongamento final de 5 minutos a 68°C. A
tipagem molecular foi realizada através da técnica de ERIC-PCR de acordo com Duan et
al. (2009).

3.RESULTADOS

Através do E-test MBL foram obtidos 7 resultados negativos e 3 indeterminados.
Os genes blajvp e blaspm ndo foram detectados. Sete isolados (50%) apresentaram o gene
blayv, amplificando um fragmento de peso molecular de 500 pb, conforme representado
na figura 1, sendo que dois destes isolados apresentaram o mesmo padrdo de bandas pela
ERIC-PCR, mostrando relacdo clonal (TABELA 1). O isolado K19P foi positivo para o
gene blay;v, porém ndo expressava resisténcia aos carbapenémicos, por outro lado, os
isolados K10P, K12P, K13P e K22P foram resistentes aos carbapenémicos, porém

negativos para 0s genes pesquisados.

4.DISCUSSAO

No presente estudo, o E-Test MBL ndo foi eficaz em detectar os isolados
produtores de MBL, uma vez que mostrou-se negativo para isolados que albergavam genes
de MBL, além de resultados indeterminados para isolados positivos e negativos através de
PCR. Esses resultados sdo contraditorios aos encontrados por Wirth et al. (2009), que
conseguiram detectar todas as amostras positivas para a producdo de MBL através do E-
Test. Os achados corroboram que métodos moleculares sdo mais sensiveis
e especificos para a deteccdo de MBLs, porém por serem técnicas mais trabalhosas e com
maior custo ndo estdo disponiveis na maioria dos laboratdrios de microbiologia clinica no

Brasil.
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Merece destaque a deteccdo de blayy em 6 isolados distintos geneticamente, que
pode ser explicada pela insercdo do gene em elementos méveiso que facilita o
intercambio desses genes de resisténcia (WIRTH et al., 2009). Monteiro et al. (2009), ndo
detectaram os genes blayv, blave € blaspm em isolados de K. pneumoniae provenientes de
Recife-PE no ano de 2006, da mesma forma Peirano et al. (2009), ndo detectaram genes de
metalo-p-lactamases em isolados de K. pneumoniae do Rio de Janeiro em 2007 e 2008.
Esse é o primeiro relato de VIM em K. pneumoniae no Brasil. VIM foi descrita em
isolados de K. pneumoniae na Italia (LUZZARO et al., 2004; CAGNACCI et al., 2008),
Grécia (GIAKKOUP et al., 2003; 2009), Irlanda (ROCHE et al., 2010) e Tunisia (KTARI
et al., 2006). No presente estudo os aminoglicosideos foram a Unica classe de antibidticos
que mostrou atividade “in vitro” para os isolados positivos para blay. MBLs estdo
emergindo e limitando as opcGes de tratamento em diversos paises (ZAVASCKI et al.,
2005).

A emergéncia de bactérias produtoras de MBL requer mudancas na rotina dos
laboratdrios de Microbiologia, adequando métodos capazes de detectar a sua producéo,
uma vez que a deteccdo é a etapa critica para controlar a disseminacdo dessas bactérias

evitando uma situacdo em que todas as opc¢des de tratamento empirico serdo inuteis.

K1P
K 3P
K 5P
K 8P
K 9P

b3
!. - "
-~
—

Figura 1. Gel de agarose a 1,0% mostrando o produto amplificado por PCR para o gene blayy. Linha 1, M,
marcador de peso molecular de 100pb; linhas 2 a 14, isolados do Hospital particular; linha 16, CN, controle

negativo.
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Tabela 1. Origem, perfil de resisténcia aos -lactamicos, perfil de ERIC-PCR e ocorréncia
de genes para metalo-B-lactamases em isolados de Klebsiella pneumoniae provenientes de

um hospital particular de Recife-PE.

Isolado Perfil de o .
bacteri (A) Fonte de blaym ERIC-PCR Resisténcia aos B-Iactamlcos(B)
acteriano isolamento
. AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO,
K1p Urina + FEl4 CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT
Fragmento AMO, AMP, AMC(int), APS, ATM, CMP, CTX,

K3P 0sseo0 ) E15 CAZ, CFL, PIT
AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO,

KSP Sangue +  El12 CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT
. AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO,
K8P Urina + EI3 CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT
Secrecdo de AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ,
K9P - Rl CFL, PIT
abcesso ,
Secrecdo de AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ,
K1op coto - El CFL, IMP, MPM, PIT,
. AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO,
K1zpP Urina - Bl CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT
Secrecéo AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX,
K13P traqueal - B CFO(int), CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT
AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO,
K14P Sangue - E19 CAZ CFL, PIT
. AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ,
K15P Urina + Ell CFL. IMP, MPM. PIT,
Ponta  de AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO,
K16P catéter +  El CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT,
. AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX,
K13pP Urina + El6 CFO(int), CAZ, CFL, PIT
. AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CFO,
K20pP Urina + FElB CAZ, CFL, IMP, MPM, PIT
K2op Secrecao 11 AMO, AMP, AMC, APS, ATM, CMP, CTX, CAZ,
traqueal - CFL, IMP, MPM, PIT,

W dentificacéo dos isolados bacterianos: K, K. pneumoniae; P, hospital particular.
®AMP, ampicilina; AMO, amoxicilina, AMC, amoxicilina-acido clavulanico; APS, ampicilina-sulbactam;
ATM, aztreonam; CPM, cefepime; CTX, cefotaxima; CFO, cefoxitina; CAZ, ceftazidima; CFL, cefalotina;

IMP, imipenem; MPM, meropenem; PIP, piperacilina/tazobactam; (int), intermediério.
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6. CONCLUSOES
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O teste de sinergia de disco duplo foi eficaz para a deteccao fenotipica de todas as
amostras ESBL provenientes do hospital pablico, mas ndo para os isolados do hospital
particular.

O teste de Hodge modificado ndo foi eficaz na deteccdo de todas as amostras que
possuiam o gene blakpc € 0 E-Test MBL ndo foi eficaz na deteccdo dos isolados que
albergavam o gene blaym.

A ocorréncia do gene blasyy foi maior que a dos genes blactx-m € blargm. A co-
producdo dos genes blasyy e blactxm foi maior que a de blasyy e blatem, € a
combinacdo blactx.v € blatem ndo foi observada. Cinco isolados apresentaram
concomitantemente os genes blaspy, blatem € blactx-m.

Considerando os dois hospitais analisados a taxa de ESBL foi superior a taxa de
carbapenemases, porém 0s genes para carbapenemases foram mais frequentes que
genes para ESBL nos isolados do hospital particular.

Dentre os genes de carbapenemases, blakpc foi mais frequente que blay, doze
isolados do hospital particular apresentaram no minimo um dos dois genes de
carbapenemases pesquisados e a co-producdo dos genes blakpc € blayyy foi vista em
cinco isolados.

O achado de 14 isolados positivos para no minimo 3 dos 7 genes de B-lactamases
pesquisados é preocupante uma vez que nao ¢ frequentemente relatado.

A presenca dos genes blakpc e blay;v explicou a resisténcia aos carbapenémicos dos
isolados do hospital particular. Esse € o primeiro relato do gene blayy em K.
pneumoniae no Brasil.

Houve associacdo quantitativa entre perfil de resisténcia as cefalosporinas de ultima
geracdo e ao aztreonam e perfil de genes de B-lactamases nos isolados do hospital
publico, mas ndo nos isolados do hospital particular.

Pode ter havido disseminacdo dos plamideos de mesmo peso molecular entre as
amostras do hospital particular, o que facilita a disseminacdo dos mecanismos de
resisténcia, explicando o alto percentual dos genes encontrados.

Né&o foi observada associacdo entre perfil plasmidial e perfil de resisténcia a drogas,
uma vez que isolados com maior numero de plasmideos ndo s@o 0s que apresentaram

resisténcia ao maior numero de antimicrobianos.
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¢ Ndo foi observada associagéo entre perfil plasmidial e contetdo genético, uma vez que
isolados com maior nimero de plasmideos ndo sdo 0s que apresentam maior nimero de
genes.

e Alguns isolados considerados clones pela ERIC-PCR apresentaram fenotipo de
resisténcia, conteido de genes de resisténcia e subgrupo do perfil plasmidial diferentes,
por outro lado, houve deteccdo de isolados com diferentes perfis de ERIC-PCR
apresentando fenotipo de resisténcia, contetdo de genes de resisténcia e subgrupo do

perfil plasmidial idénticos.
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