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Resumo

A emergéncia global de cepas de enterobactérias resistentes aos carbapenens (ERC)
tornou-se um problema de saude publica em virtude do limitado arsenal terapéutico
disponivel para o tratamento de infeccdes causadas por estes organismos
multirresistentes. Em Brasilia, hospitais publicos e privados relatam a presenca de
cepas produtoras da carbapenemase de Klebsiella pneumoniae - KPC - desde 2010.
Além de KPC, as carbapenemases NDM, IMP, VIM e OXA-48 vém ganhando
destaque no contexto mundial. Este trabalho avaliou o perfil de susceptibilidade, bem
como a producao de carbapenemase, em 524 cepas de ERC isoladas em hospitais de
Brasilia entre os anos de 2011 e 2013. As cepas de ERC foram caracterizadas quanto
a presenca dos genes blagpc, blayy, blawe, blagxa € blaypw. Klebsiella pneumoniae
respondeu por 74% das cepas de ERC isoladas, seguida por Enterobacter aerogenes
com 9,4% dos isolamentos. As cepas apresentaram alta frequéncia de resisténcia aos
B-lactamicos testados. Com relacdo aos carbapenens, a frequéncia de resisténcia ao
impenem foi a menor detectada, com 87% das cepas resistentes. Diante dos
aminoglicosideos, a frequéncia de resisténcia a tobramicina, gentamicina e amicacina
foi de 60%, 42% e 8%, respectivamente. Para algumas classes de antibidticos foi
detectada uma baixa frequéncia de resisténcia em funcdo da espécie analisada.
Apenas 8% das cepas de ERC da espécie Proteus mirabilis apresentaram resisténcia
ao sulfametoxazol, e na espécie E. aerogenes apenas 2% dos isolados foram
resistentes a tetraciclina. O gene blagpc foi predominantemente detectado nas cepas
de ERC analisadas com positividade de 77%, seguido de blaypy (1,9%) e blayp
(0,4%). Em 2013, o gene blaypy foi, pela primeira vez, detectado nos hospitais de
Brasilia em isolados das espécies Providencia rettigeri (n = 1), K. pneumoniae (n = 2)
e P. mirabilis (n = 1). Em 2014, cepas adicionais de K. pneumoniae positivas para
blanpw foram detectadas em diferentes hospitais. Ensaios de RAPD confirmaram a
dispersao clonal de cepas de K. pneumoniae produtoras de NDM entre hospitais de
Brasilia. Este estudo alerta para a dispersédo do gene blaypy detectado em diferentes
espécies, e para a emergéncia de um clone de K. pneumoniae produtor de NDM entre

hospitais de Brasilia.



Abstract

The global emergence of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) strains has
become a public health problem due to the limited therapeutic options available to treat
infections caused by these multidrug-resistant organisms. In Brasilia, public and private
hospitals have reported the presence of Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC)-producing strains since 2010. In addition to KPC, the NDM, IMP, VIM and OXA-
48 carbapenemases have attracted the global attention. This study evaluated the
susceptibility profile as well as the production of carbapenemase in 524 CRE strains
isolated in hospitals in Brasilia between the years of 2011 and 2013. CRE strains were
characterized for the presence of blakpc, blayi, blawe, blanpw and blagxa genes.
Klebsiella pneumoniae accounted for 74% of the isolated CRE strains, followed by
Enterobacter aerogenes with 9.4% of the isolates. Strains showed a high frequency of
resistance to the tested B-lactams. With regard to carbapenems, the frequency of
resistance to imipenem was the lowest detected, with 87% of the strains displaying
resistance. Regarding aminoglycosides, the frequency of resistance to tobramycin,
amikacin and gentamicin was of 60%, 42% and 8%, respectively. For some antibiotics,
a low frequency of resistance was detected depending on the species examined. Only
8% of the CRE strains belonging to the Proteus mirabilis species were resistant to
sulfamethoxazole, and in the species of E. aerogenes only 2% of the isolates were
resistant to tetracycline. The gene blaxpc was predominant in the studied CRE strains,
with positivity of 77%, followed by blaypm (1.9%) and blaye (0.4%). In 2013, the gene
blaypw Started to be detected in isolates of Providencia rettigeri (n = 1), K. pneunoniae
(n = 2), and P. mirabilis (n = 1) recovered in Brasilia hospitals. Early in 2014, additional
strains of K. pneumoniae positive for blaypy were detected in different hospitals. RAPD
assays confirmed the spread of a K. pneumoniae clone producing NDM among
hospitals in Brasilia. This study warns about the spread of the gene blaypy, detected in
different species, and about the emergence of a single clone of NDM-producing K.

pneumoniae among hospitals in Brasilia.
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1-Introdugéo

Enterobacteriaceae € a familia de bactérias compostas por bacilos Gram
negativos capazes de fermentar glicose, de reduzir nitrato a nitrito e que apresentam
reacdo de citocromo-oxidase negativa. Esses microrganismos estdo amplamente
distribuidos na natureza e sédo encontrados em solo, agua, vegetais e, como indica o
nome da familia, no trato intestinal de seres humanos e animais vertebrados (WINN et

al., 2008).

Membros da familia Enterobacteriaceae sdo importantes agentes etioldégicos
comumente associados a infecgcbes humanas e podem ser isolados de uma grande
variedade de amostras biologicas. Pacientes imunocomprometidos e os debilitados
sdo altamente susceptiveis as infec¢cdes hospitalares por enterobactérias que
decorrem, geralmente, da colonizacdo por cepas ambientais ou endbégenas apds a
realizacdo de procedimentos invasivos nos quais as mucosas sao traumatizadas ou

transeccionadas (PITOUT, 2008; WINN et al., 2008).

A importancia das enterobactérias como agente etioldgico de infeccbes
humanas é indiscutivel. Na Europa, um estudo epidemiolégico realizado em 24
hospitais de 14 paises determinou a frequéncia de espécies de enterobactérias
isoladas de infec¢Bes de corrente sanguinea (ICS), de pele, de tecidos, do trato
urinério (ITU), bem como de pneumonias nosocomiais. Um total de 15.704 cepas foi
avaliado e a espécie Escherichia coli figurou como o agente etioldgico mais isolado em
infeccBes sanguineas, com frequéncia de isolamento de 20,8%; e em ITU, com
isolamento de 49,3%. Quando somados 0s géneros mais frequentemente isolados
(Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, Citrobacter, Morganella, e
Salmonella), a frequéncia de isolamento de enterobactérias foi de 37,7%, 31,7%,
26,1% e 73,5% nas ICS, pneumonias nosocomiais, infeccdes de pele e tecido, e ITU,

respectivamente (FLUIT et al., 2001).
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Considerando dados epidemiologicos do continente americano, um estudo
avaliou 4.267 isolados bacterianos de ICS; pneumonia hospitalar e comunitéria,;
infeccao de ferida e de trato urinario em 30 centros médicos dos Estados Unidos, 8 do
Canada e 10 da América Latina, incluindo o Brasil. Dentre as bactérias Gram
negativas, E. coli e K. pneumoniae foram as espécies mais frequentemente isoladas
em ICS em todos os centros médicos estudados, apresentando frequéncia de
isolamento de 58,9%. Quando considerados outros sitios de infec¢ao, a frequéncia de

isolamento de enterobactérias também foi significativa (DIEKEMA et al., 1999).

Desde meados da década de 1940, muitos antibiéticos com agéo em diferentes
alvos celulares foram descobertos e introduzidos na pratica clinica para controle de
infec¢Bes bacterianas (Figura 1) (WALSH, 2003; NOSKIN, 2005; GUPTA et al., 2009).
Antibitticos sdo caracterizados em virtude de seu mecanismo de ac¢édo, dentre os quais
citam-se (1) a interferéncia na sintese de parede celular, (2) a inibicdo da sintese de
proteina, (3) a interferéncia na sintese de acido nucleico e (4) a inibicdo de vias

metabdlicas (TENOVER, 2006).

Glicilciclina, alvo:
Ribossomos (ex.

Trimetroprim)

(ex. Polimixina B)

(Ex. Gentamicina)

(ex. eritromicina)

(ex. ciprofloxacina)

Sulfas, alvo: , , PO
) o Aminoglicosideos, Macrolideos, Quinolona, alvo: Tigeciclina)
metabolismode Polimixinas, alvo: h s icaca
alvo:Ribossomos. alvo:ribossomos Replica¢ao de DNA
folato (ex. membrana celular

B-lactamicos,
alvo:Sintese de

parede (ex.
Ampicilina)

Cloranfenicol)

Anfenicois, alvo:
Ribossomos. (Ex.

Tetraciclinas,
alvo:
Ribossomos.
(Ex
tetraciclina)

Glicopeptideaos,
alvo:Sintesede
parede. (Ex.
Vancomicina)

Estreptograminas,
alvo: Ribosomos
(ex. Quinupristina/
Dalfopristina)

Oxazolidinonas,
alvo:Ribossomos.
(Ex. Linezolida)

Figura 1. Classes de antimicrobianos e ano de introdug&o na prética clinica-
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Dentre os principais antimicrobianos utilizados para o tratamento de infeccbes
causadas por enterobactérias estao os B-lactamicos. O primeiro antibiético B-lactamico
foi acidentalmente descoberto por Alexander Fleming, em 1928, como uma substancia
secretada pelo fungo Penicilium notatum, sendo entdo nomeada "penicilina"
(FLEMING, 1929). Desde a descoberta da penicilina, varios outros B-lactamicos foram
descritos e sdo atualmente divididos em quatro principais grupos em funcdo da
estrutura quimica apresentada: penicilinas, cefalosporinas, monobactans e

carbapenens (Tabela 1) (ESSACK, 2001).

Tabela 1. Estrutura dos principais grupos dos B-lactamicos (ESSACK, 2001).

Classe Estrutura Nota
Penicilinas s Consistem de um anel de tiazolidina fundido com o
R'~CONH—T—1" !
2 anel de B-lactimico em que as diferentes cadeias
J_ 4
0&’ N2 laterais de grupos acilas estao ligadas a radicais.

(Ex. Ampicilina, amoxicilina, piperacilina).

Cefalosporinas Possui um anel de di-hidrotiazina fundido ao anel B-

lactamico.

(Ex. Cefalotina, cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona,

ceftazidima, cefotetam e cefepima).

Monobactans R Molécula de -lactdmico monociclica, inicialmente
R'=CONH =5

isolada a partir de Chromobacterium violaceum.

(Ex. Aztreonam)

o} SO;H
Carbapenens QH Assemelha-se as penicilinas, com excecédo do anel de
cinco elementos em que o atomo de enxofre foi
L / R! substituido por um atomo de carbono e tem uma
oj " ligacéo dupla entre o carbono 2 e 3.
COOH

(Ex. Imipenem, meropenem e ertapenem).

B-lactamicos sdo os antimicrobianos mais utilizados no mundo, respondendo

por mais de 65% das prescricbes de antibioticos utilizados na pratica médica
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(ANDERSSON et al.,, 2001; ELANDER, 2003; BUSH, 2012; MELETIS; BAGKERI,
2014). Eles sao preferidos por causa de sua eficacia e seguranca clinica, em virtude
de sua alta toxicidade seletiva (CHANT et al., 2013). Além do mais, a atividade de [3-
lactamicos pode ser estendida ou restaurada por manipulagbes em sua estrutura
gquimica. Nenhuma outra classe de antimicrobiano apresenta tal maleabilidade quimica

e versatilidade (LIVERMORE; WOODFORD, 2006).

B-lactdmicos agem inibindo o ultimo passo da sintese do peptideoglicano, por
meio da acetilacdo das proteinas ligadoras de penicilina (no inglés penicillin-binding
proteins - PBP). A principal caracteristica estrutural do peptidoglicano sdo as cadeias
de glicano dispostas de forma linear e interligadas por cadeias curtas de peptideo
(figura 2) (HEIJENOORT, VAN, 2001). As reactes de interligacdo (ligagbes cruzadas)
entre as subunidades peptidicas sdo catalisadas pelas PBP que atuam como

transpeptidases ou carboxipeptidases na sintese do peptidoglicano (VOLLMER et al.,

CH,0H CHyOH CH,0H CH,0H
Q, Q. 0, {¢] R
O\KOH 0 <] oH 0, o
o o/
NHAc NHAC NHAG NHAG
HC——CH, HC=——CH,
TD co
L-Ala L-Ala |
D-Glu D-Glu
T b
DA =—— (n aminoacids) -— D-Ala DA peptide
1 subunit
(D-Ala) DA (D-Ala)
]
{D-Ala) D-Glu (D-Ala)
-

L-Ala

==== GlcNAc-f -1,4-MurNAc-B-1,4----

Figura 2. Esquema da estrutura primaria do peptidoglicano bacteriano. Abreviaturas: GlcNac, N-
acetilglucosamina; MurNac, acido N-acetilmuramico; DA, acido diamino; n, numero de
aminoéacidos da ponte peptidica (de 0 a 5 dependendo do organismo). O D-Ala é muitas vezes
perdido apds o estabelecimento da ligagdo entre os peptideos (HEIJENOORT, VAN, 2001).
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Durante a reacdo de sintese das ligacGes cruzadas, o residuo de serina,
integrante do sitio catalitico da transpeptidase, ataca o carbonil do penultimo
aminoacido D-Ala da cadeia peptidica, que perde o ultimo aminoacido D-Ala do
peptideo doador e forma um complexo covalente acil-enzima. Na transpeptidase, o
carbonil do aminoacido D-Ala, agora formando uma ligacdo éster com o sitio ativo de
serina, sofre um ataque a partir de uma amina primaria ligada de varias maneiras ao
terceiro residuo de um segundo peptideo "receptor”. A ponte peptidica é entdo criada
entre as duas cadeias peptidicas, formando uma ligacdo cruzada entre cadeias de

glicano (figura 3) (WALSH, 2000; ZAPUN et al., 2008).

@EWEWE®  @m@mem  @EE@EEm

L—lAla L-Ala L"f"a
D-iIGIn D-I‘Gln r:-i‘Gln
. —T | e
/‘ \ L—ll,ys LA‘LYS L—L[ys
{ PBP )-serOH ’ — i pole
\\ / _ p-Ala P \ o-/f«la D f\la D-/llla
- o -(I:q \PBP/"Ser'OTCO p-Ala 50 I
NH \ / | HN \/\/ L=Lys
| 5 |
b-Ala o \ o-Na 0-iGIn
RN A l"l[ys L-/lkla
p-iGIn — R —
; VAV,
L-Ala <G><M/\G/ \M><G>\LM>

000000

Figura 3. Catalise de transpeptidacdo. Fragmentos de glicanos sé@o representados por cadeias de
hexagonos correspondendo as hexoses N-acetilglucosamina (G) e acido N-acetilmuramico (M). O
peptideo doador é representado na vertente de glicanos superior, enquanto o receptor é

representado na vertente inferior (ZAPUN et al., 2008).

A estrutura quimica dos B-lactamicos mimetiza o dipeptideo D-Ala-D-Ala em
sua conformacdo alongada, particularmente em relacéo a distribuicdo de trés campos
eletrostaticos negativos (Figura 4), agindo como um substrato suicida para a PBP. O
sitio ativo de serina da PBP ataca o carbonil do anel B-lactamico, resultando na
abertura do anel e formando um complexo acil-enzima covalete. Esse complexo é
hidrolisado muito lentamente, impedindo efetivamente que novas reagfes sejam

catalisadas pela transpetidase (WALSH, 2000; ZAPUN et al., 2008).
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Figura 4. Similaridade estrutural entre e o substrato natural das PBP e um B-lactamico. (a) Peptideo N-
acil-D-Alanil-D-Alanina. (b) Estrutura da penicilina. (c) Estrutura da cefalosporina. As regides de

potencial eletrostatico negativo estéo indicadas por arcos (ZAPUN et al., 2008).

Carbapenens séo os antimicrobianos mais eficazes da classe dos B-lactamicos
e sdo reservados para o tratamento de infeccbes hospitalares graves causadas,
muitas vezes, por bactérias multirresistentes. Além do mais, sdo farmacos cruciais ha
prevencdo e tratamento de infecgbes potencialmente fatais que sdo geralmente
associadas a técnicas executadas na medicina moderna, tais como, transplantes de
orgaos, hospitalizacdes em unidade de terapia intensiva (UTI) e procedimentos
cirirgicos complexos (NORDMANN; NAAS; et al.,, 2011; NORDMANN; DORTET; et
al.,, 2012). Carbapenens possuem um espectro de acdo ampliado, demonstrando
atividade contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, incluindo espécies
bacterianas anaerébias. Devido a sua estabilidade frente as B-lactamases, enzimas
frequentemente detectadas em enterobactérias, os carbapenens apresentam alta
eficicia no controle de infec¢Bes causadas por enterobactérias quando comparados a

outros B-lactamicos (NICOLAU, 2008).

No curso da evolugdo, bactérias desenvolveram varias estratégias para evitar a
acdo de antibidticos que conduziram eventualmente a resisténcia (figura 5)
(NORDMANN; DORTET; et al.,, 2012). Em enterobactérias, a inativacdo enzimatica
dos antimicrobianos é o mecanismo de resisténcia aos [-lactamicos mais

frequentemente detectado (BUSH; FISHER, 2011). Ja em 1940, Abraham e Chain
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isolaram cepas de E. coli que produziam enzimas capazes de hidrolisar a penicilina

(ABRAHAM; CHAIN, 1940).

Diferente das bactérias Gram positivas, que secretam ou mantém (-lactamases
ligadas & membrana citoplasmatica, nas Gram negativas, as B-lactamases sao
acumuladas estrategicamente no espaco periplasmatico (WALSH, 2000; FISHER et

al., 2005).

Figura 5. Mecanismos de resisténcia aos -

lactamicos em enterobactérias. 1 -
Inativagao

enzimatica Inativagdo enzimética do antibidtico por

e enzimas codificadas por plasmidio ou
Pactimico gq cromossomo. 2 - Diminuicdo da
R Bomba de efluxo permeabilidade da membrana externa por
modificacdo das porinas, por onde os [3-
lactdmicos entram na célula bacteriana,

Porina modificada perda de expressdo de porina ou

Diminuicao da substituicdo do tipo de porinas. 3 - Efluxo
®  permeabilidade da
membrana externa do antimicrobiano para fora da célula
bacteriana (NORDMANN; DORTET, et
al., 2012).

A caracterizacdo das [-lactamases € tradicionalmente baseada em
caracteristicas funcionais e estruturais apresentadas pelas enzimas. A classificacdo
mais simples, proposta por Ambler, é baseada na conservacdo de residuos de
aminoacidos da sequéncia priméria das B-lactamases e na presenca de cofatores
metalicos (HALL; BARLOW, 2005). As enzimas das classes A, C e D contém no seu
sitio catalitico um residuo de serina, enquanto que aquelas da classe B sdo metalo-
enzimas e utilizam ions de zinco como cofator para hidrolisar os [-lactamicos

(QUEENAN; BUSH, 2007; BUSH; FISHER, 2011).

O mecanismo catalitico das serino-B-lactamases (classes A, C e D) envolve a
abertura sequencial do anel B-lactdmico pela serina do sitio ativo resultando em um

intermediario acil-enzima, assim como ocorre no mecanismo de hidrolise das PBP. A
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hidrélise dessa estrutura intermediaria liberara a enzima, que podera hidrolisar outras
moléculas do B-lactamico (ZAPUN et al., 2008; MORAR; WRIGHT, 2010; BUSH,;

FISHER, 2011; CHANT et al., 2013). J& nas metalo

-B-lactamases (classe B), a hidrolise é depende de um ou dois ions de zinco

(Figura 6) (WALSH, 2005; MORAR; WRIGHT, 2010).
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Figura 6. Mecanismos de hidrélise das PBP e B-lactamase. S&o reconhecidos, de forma geral, dois
mecanismos de hidrélise de B-lactamico. No primeiro, o nucledfilo de serina ataca a carbonila do anel -
lactamico, resultando em uma enzima covalente intermediaria, assim como ocorre na inativacdo das
PBP. Em seguida o complexo € hidrolisado. No segundo mecanismo, a inativagédo é dependente de zn%,

gue utiliza molécula de agua para hidrolisar o B-lactamico (MORAR; WRIGHT, 2010).

Alternativamente, Bush e Jacoby propuseram uma classificagdo expandida,
que distribuiu as enzimas em grupos (1, 2 e 3) e em subgrupos (representados por
vogais), considerando caracteristicas tanto estruturais quanto funcionais das enzimas
(tabela 2). As enzimas com espectro para carbapenens estdo nos grupos 2df, 2f, 3a e

3b (JACOBY; MUNOZ-PRICE, 2005; BUSH; JACOBY, 2010; BUSH; FISHER, 2011).
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Tabela 2. Classificacdo atual de B-lactamases, caracteristicas e enzimas representantes (BUSH; JACOBY, 2010; BUSH;

FISHER, 2011).

Grupo Bush-
Jacoby (Ambler
“molecular”).

1(C)

le (C)

2a (A)

2b (A)

2be (A)

2br (A)

2ber (A)

2c, 2ce* (A)

2d (D)

2de (D)

2df (D)

2e (A)

2f (A)

3a(B)

3b (B)

Substrato

Cefalosporinas

Cefalosporinas

Penicilinas

Penicilinas e
Cefalosporinas (12 e
29)
Cefalosporinas de
espectro estendido,
monobactams e
penicilinas

Penicilinas

Cefalosporinas de
espectro estendido,
monobactans

Carbecilina,
Cefepime*

Cloxacilina

Cefalosporinas de
espectro estendido

Carbapenens

Cefalosporinas de
espectro estendido

Carbapenens

Carbapenens

Carbapenens

Inibicao
CLAV ou
178 EDTA
NAO NAO
NAO NAO
SIM NAO
SIM NAO
SIM NAO
NAO NAO
NAO NAO
SIM NAO
Variavel NAO
Variavel NAO
Variavel NAO
SIM NAO
Variavel NAO
NAO SIM
NAO SIM

Caracteristicas

Hidrolisa cefalosporinas,
cefamicinas e também
penicilinas.

Hidrolise ampliada para
celosporinas até a 32
geragao.

Melhor hidrolise para
penicilina em relacéo a
cefalosporinas.

Hidrolise similar para
penicilina e
cefalosporinas.

Hidrolise ampliada para
todas as cefalosporinas e
aztreonam

Resistente a IBL

Hidrolise ampliada para

todas as cefalosporinas,

aztreonam, associado a
resistente a IBL

Hidrolise ampliada para
Carbecilina

Hidrolise ampliada para
Cloxacilina ou oxacilina.

Hidrolise ampliada para
Cloxacilina ou oxacilina e
todas as cefalosporinas.

Hidrolise ampliada para

cloxacilina ou oxacilina e
carbapenens

Hidrolisa cefalosporinas,
mas ndo monobactans

Hidrolisa todos -
lactamicos, inclusive
carbapenens

Hidrolisa todos B-
lactamicos, inclusive
carbapenens, com
execgdo de monobactam

Hidrolisa todos -
lactamicos, inclusive
carbapenens, com
execgdo de monobactam

Enzimas
representantes

E. coli AmpC, P99, ACT-
1, CMY-2, FOX-1 e MIR-
1.

GC1 e CMY-37

PC1

TEM-1, TEM-2, SHV-1

TEM-3, SHV-2, CTX-M-
15, PER-1, VEB-1

TEM-30, SHV-10

TEM-50

PSE-1, CARB-3 e RTG-

4*

OXA-1, OXA-10

OXA-11, OXA-15

OXA-23, OXA-48

CepA

KPC-2, IMI-1, SME-1

IMP-1, L1, VIM-1, CcrA,
IND-1, NDM-1

CphA, Sfh-1
(preferéncia por
carbapenens)

Abreviacdes: CLAV, acido clavulanico; TZV, Tazobactam; a, ndo consta na tabela original; IBL, Inibidores de B-lactamases.
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Durante a década de 80, com a introducdo no mercado das cefalosporinas de
32 geragdo (oxiamino-cafalosporinas), cepas com um espectro de resisténcia
estendido frente aos B-lactamicos emergiram em virtude da expressado de enzimas do
tipo ESBL (do inglés, Extended-Spectrum B-Lactamases) ou AmpC (PITOUT et al.,
2005; LIVERMORE; WOODFORD, 2006). Cepas de enterobactérias produtoras de
ESBL comumente apresentam co-resisténcia a outras classes de antimicrobianos tais
como as fluoroquinolonas, aminoglicosideos, inibidores da sintese de folatos,
tetraciclinas e cloranfenicol (PITOUT; LAUPLAND, 2008). Em consequéncia deste
ampliado perfil de resisténcia, o uso de carbapenens, que sdo B-lactamicos resistentes
a acao de ESBL, aumentou significantemente, promovendo uma nova pressao seletiva
e a consequente emergéncia de cepas resistentes aos carbapenens (DESHPANDE et
al., 2006). Atualmente um grupo de B-lactamases que tem notadamente atraido a
atencdo mundial sdo as carbapenemases, em grande parte, devido a sua capacidade
para hidrolisar uma ampla variedade de B-lactamicos, incluindo os carbapenens
(QUEENAN; BUSH, 2007; NORDMANN et al., 2009; NORDMANN; NAAS; et al., 2011;

NORDMANN; DORTET,; et al., 2012; POIREL; HOMBROUCK-ALET,; et al., 2010).

As carbapenemases representam a familia mais versétil de B-lactamases, com
uma amplitude de espectro de acdo superior ao de outras enzimas que hidrolisam f3-
lactamicos (GALLENI et al., 2001; QUEENAN; BUSH, 2007). As primeiras
carbapenemases descritas (Bcll, CphA e L1) eram codificadas por genes
cromossomais de bactérias ambientais ou de patdégenos oportunistas como Bacillus
cereus (KUWABARA; ABRAHAM, 1967), Aeromonas spp. (IACONIS; SANDERS,
1990), e Stenotrophomonas maltophilia (SAINO et al., 1982). Contudo, com excec¢ao
da S. maltophilia, essas espécies ndo sdo frequentemente associadas as infecgbes
nosocomiais sérias, e a dispersdo genética era atenuada devido a localizacédo

cromossOmica dos genes de resisténcia (QUEENAN; BUSH, 2007).
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Em enterobactérias, as primeiras carbapenemases descritas foram SME-1 (do
inglés, Serratia marcescens enzyme), detectada em 1982 em cepas de Serratia
marcescens isoladas de pacientes internados em um hospital de Londres, UK (YANG
et al., 1990); e IMI-1 (do inglés, imipenem-hydrolyzing B-lactamase), detectada em
1984 em uma cepa de E. cloacae recuperada de infeccdo de ferida de um paciente
internado na California, USA (RASMUSSEN et al., 1996). Interessantemente, essas
cepas foram isoladas antes mesmo da introducdo dos carbapenens na pratica clinica
naqueles paises (YANG et al., 1990; RASMUSSEN et al., 1996; QUEENAN; BUSH,

2007).

Até 1990 todas as carbapenemases foram descritas como espécie-especificas,
codificadas por genes cromossomais. No entanto, carbapenemases codificadas por
genes plasmidiais passaram a emergir daquela época em diante mudando o padréo
de disseminacdo das carbapenemases. O que era um problema de ambito local,
devido a dispersdo de clones resistentes, tornou-se um problema de disperséo
genética global entre diferentes espécies de Gram negativos incluindo enterobactérias

(QUEENAN; BUSH, 2007; BUSH; FISHER, 2011).

Atualmente s&o conhecidas diversas carbapenemases pertencentes a
diferentes classes (classe A, B ou D), sendo algumas codificadas por genes
cromossomais e outras por genes plasmidiais (tabela 3) (QUEENAN; BUSH, 2007,
BUSH; FISHER, 2011). As carbapenemases tais como KPC (do inglés, Klebsiella
pneumoniae carbapenemases), NDM (New Delhi metallo-B-lactamase), VIM (Verona
integron—encoded metallo-B-lactamase), OXA (oxacillin-hydrolyzing) e IMP
(Imipenemase) estdo ganhando atencdo em virtude da dispersao mundial apresentada
e da associagdo com surtos hospitalares (WALSH et al., 2005; QUEENAN; BUSH,
2007; NORDMANN; NAAS; et al., 2011; NORDMANN; DORTET,; et al., 2012; MUNOZ-

PRICE et al., 2013)
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Tabela 3. Descricdo de carbapenemases atualmente relevantes, de acordo com o ano de detecgdo, espécie
primeiramente identificada e localizacdo genética.

Espécie o
Ano de Local de L Localizagdo a
Classe B-Lactamase ~ . primeiramente . Referéncia
deteccao isolamento genética
detectada
(NAAS;
SME-1 1982 Londres, UK S. marcescens Cromossomo VANDEL, 1994)
L (RASMUSSEN
IMI 1984 lllinois, US E. cloacae Cromossomo etal., 1996)
(NAAS;
NMC-A 1990 Paris, Franca E. cloacae Cromossomo NORDMANN,
A 1994)
Carolina do Norte, . - (YIGIT et al.,
KPC-1 1996 US K. pneumoniae Plasmidio 2001)
Ao Pseudomonas . (POIREL et al.,
GES-2 2000 Africa do Sul aeruginosa Plasmidio 2001)
BIC-1 2009 Paris, Franca P. fluorescens Cromossomo (GIRIEIOCI'_(;)et al,
N . . (WATANABE et
IMP-1 1988 Japéo P. aeruginosa Plasmidio al., 1991)
VIM-1 1997 Verona, It P. aeruginosa Cromossomo (LAURETTI et
al., 1999)
. ~ . . (SEKIGUCHI et
KHM 1997 Tokio, Japéo C. freundii Plasmidio al., 2008)
SPM-1 2001 Sao Paulo, BR P. aeruginosa Plasmidio (TOLEMAN et
al., 2002)
(CASTANHEIRA;
GIM-1 2002 Alemanha P. aeruginosa Plasmidio TOLEMAN,
2004)
B
AlM-1 2002 Australia P. aeruginosa Cromossomo (Yogg;lg al.,
SIM-1 2003 Seul, Coréia Acmetobac_t_er Cromossomo == ate,
baumannii 2005)
(POIREL;
. - RODRIGUEZ-
DIM-1 2007 Holanda P. stutzeri Plasmidio MARTINEZ: et
al., 2010)
Nova Deli, India
NDM-1 2008 (ou Orebro, K. pneumoniae Plasmidio (Yoglc%g)t al.,
Suécia)
. (SCAIFE et al.,
OXA-23 1985 ECI‘_:'mb,”r.go' A. baumannii Plasmidio 1995; DONALD
5 scocia et al., 2000)
OXA-48 2001 Turquia K. pneumoniae  Plasmidio R

2004)
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O primeiro relato sobre KPC foi feito por YIGIT e colaboradores em 2001, apos
o isolamento de uma cepa de K. pneumoniae resistente a carbapenens na Carolina do
Norte (EUA) durante a execucdo de um projeto de vigilancia epidemiolégica (Intensive
Care Antimicrobial Resistance Epidemiology — ICARE, 1996) para monitoramento da
resisténcia a antibidticos em UTIs. A cepa de K. pneumoniae produtora de KPC
apresentava resisténcia aos [B-lactamicos cefalosporinas, aztreonam, imipenem e
meropenem, bem como, a outras classes de antibidticos tais como aminoglicosideos,

sulfametoxazol-trimetoprima e clorafenicol (YIGIT et al., 2001).

O gene blakpc.1, responsavel pela expressao da enzima KPC, estava localizado
em um plasmidio ndo conjugativo de aproximadamente 50 quilobases. Além de KPC,
a cepa também produzia as enzimas SHV (do inglés, Sulfhydryl-inhibitor Variable) e
TEM (de Temonera), codificadas por um elemento genético diferente daquele que
portava blakec. Além do mais, a cepa em questao também ndo expressava a porina
OmpK35, o que contribuia para a elevacdo das concentragfes inibitérias minimas

(CIM) de meropenem, ceftazidima e cefotaxima (YIGIT et al., 2001).

Em 2003, foram isoladas quatro cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC
no nordeste dos EUA. A carbapenemase destas cepas apresentava uma mutacao
pontual no gene blaxpc € foi denominada de KPC-2. A enzima KPC-2 apresentou uma
menor atividade de hidrélise frente a imipenem e meropenem em contraste a KPC-1
isolada na Carolina do Norte (SMITH MOLAND et al., 2003). Também em 2003 foi
reportado um isolado de Salmonella enterica sorotipo Cubana, recuperado de uma
crianca de 4 anos de idade com gastroenterite, portando um plasmidio conjugativo que
codificava o gene blakpc., (MIRIAGOU et al., 2003). O primeiro surto associado a
bactérias produtoras de KPC-2 foi reportado em Nova York em 2004 envolvendo
varios hospitais e um mesmo clone bacteriano. Apds a rapida expansdo das
carbapenemases do tipo KPC ao longo da costa leste dos Estados Unidos, relatos

similares passaram a ocorrer em todo o mundo (figura 7) (QUEENAN; BUSH, 2007).
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Em 2005 foi isolada pela primeira vez uma cepa produtora de KPC fora dos
EUA. Um paciente, atendido na Franca, relatou que recebera tratamento cirirgico em
dezembro de 2004 em um hospital de Nova York (EUA). Com base neste trabalho, foi
demonstrado que possivelmente a presenca da bactéria produtora de KPC na Franca
tenha sido resultado da transferéncia intercontinental de um clone a partir dos EUA

(NAAS et al., 2005).

Além da preocupacdo diante dessa nova geragao de B-lactamases, outro dado
alarmante veio a tona com a descoberta em Nova York de um isolado de K.
pneumoniae portando pelo menos 8 tipos diferentes de B-lactamases: SHV-1, SHV-12
(ESBL), KPC, FOX (AmpC), PSE-1, OXA, TEM-1, TEM-30 (MOLAND et al., 2007). O
isolamento de cepas portando mais de um tipo de carbapenemase como KPC e VIM
também tem sido reportado (GIAKKOUPI et al., 2009; ZIOGA et al., 2010). O acumulo
de diferentes genes codificadores de B-lactamases pode tanto dificultar a deteccdo
laboratorial dos mecanismos de resisténcia como também diminuir a eficacia dos
inibidores de B-lactamases frente a estas cepas (ENDIMIANI et al., 2009; GIAKKOUPI

et al., 2009).

No intuito de compreender o padrdo de transmisséo e para ajudar no controle
das infeccbes hospitalares, varios métodos de tipagem bacteriana, entre eles RAPD
(do inglés, Random Amplified Polymorphic DNA), PFGE (do inglés, Pulsed Field Gel
Electrophoresis) e MLST (do inglés, Multilocus Sequence Typing), estdo sendo
utilizados para distinguir isolados clinicos de K. pneumoniae, além de outras espécies
também envolvidas em surtos hospitalares e dispersdo mundial (SINGH et al., 2006;
VIMONT et al., 2008; ASHAYERI-PANAH et al., 2013). A técnica MLST compara as
sequéncias de nucleotideos de uma série de genes de manutencdo (do inglés,
housekeeping genes), que em conjunto formam um perfil alélico ou tipo de sequéncia
(do inglés Sequence Type, ST). Assim, isolados com o mesmo perfil de alelos s&o

designados como membros do mesmo clone ou ST (SINGH et al., 2006).
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A localizacdo dos genes blaxpc em plasmidios portados por cepas altamente
adaptadas, tal como o clone ST258 de K. pneumoniae, tem possibilitado a dispersdo
mundial dessa carbapenemase (NORDMANN; NAAS; et al.,, 2011; NORDMANN;
DORTET,; et al.,, 2012). Além do mais, o isolamento de cepas de K. pneumoniae
ST258 com reduzida sensibilidade a clorexidina, um desinfetante amplamente utilizado
em hospitais, tem sido relatado. A resisténcia a clorexidina contribui para a
persisténcia desta linhagem em ambientes hospitalares, bem como, pode proporcionar
uma vantagem seletiva para este clone pandémico de K. pneumoniae (NAPARSTEK
et al., 2012). O dificil controle sobre a dispersdo dessas cepas aliado as altas taxas de
mortalidade das infec¢des decorrentes configura-se um grande problema para a saude

publica (NORDMANN; NAAS; et al., 2011).
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Figura 7. A - Distribuicdo mundial de bactérias produtoras de KPC. - As areas em cinza estdo
demonstradas separadamente; B — Distribuicdo nos Estados Unidos; C — Distribuicdo na Europa;
Distribuicdo da China (NORDMANN; NAAS; et al., 2011).

No Brasil, o primeiro relato de K. pneumoniae produtora de KPC foi publicado

em 2009, descrevendo quatro cepas recuperadas em 2006 de pacientes
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hospitalizados em UTI de um hospital em Recife. Além de KPC as cepas produziam
outras B-lactamases tais como CTX-M-2, SHV e TEM. Além da resisténcia a todos os
B-lactamicos testados, as cepas apresentavam resisténcia a outras classes de
antimicrobianos, como por exemplo, as fluoroquinolonas, o que restringia as opc¢des
terapéuticas a gentamicina, tigeciclina e polimixina (MONTEIRO et al., 2009). Embora
0s primeiros relatos brasileiros de cepas produtoras de KPC datem desta época, ha
evidéncias de que K. pneumoniae produtoras de KPC foram inicialmente isoladas no
Brasil em 2005, em Séo Paulo, como sugere um relatério de vigilancia de bactérias
Gram negativas resistentes aos carbapenens realizada na regido sudeste do Brasil

(PAVEZ et al., 2009).

Em 2007, seis cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC foram detectadas
em dois hospitais do Rio de Janeiro apresentando um perfil de resisténcia ainda mais
amplo quando comparado as cepas isoladas em Recife, com resisténcia a todos os [3-
lactamicos, fluoquinolonas e amicoglicosideos (PEIRANO et al., 2009). Em 2008,
outros relatos de KPC ocorreram na cidade de Sao Paulo (PAVEZ et al., 2009). Desde
entdo, o isolamento de cepas de enterobactérias expressando KPC tem sido relatado
em varios estados abrangendo todas as regides brasileiras (figura 8) (PEREIRA et al.,

2013).

Cepas de K. pneumoniae pertencentes ao complexo clonal 258 (ST 258, ST11
e ST 437) tém sido frequentemente isoladas em hospitais brasileiros suscitando
grande preocupacdo ao cendrio epidemioldgico nacional (figura 8) (CUZON et al.,
2010; SEKI et al., 2011; ANDRADE et al., 2011; PEREIRA et al., 2013). O complexo
258 tem sido responsavel causar surtos em varios hospitais, cidades e paises, isso
devido a alta capacidade de adaptacdo e disseminacdo apresentadas por esse
complexo clonal (OSTERBLAD et al., 2009; SAMUELSEN et al., 2009; KITCHEL et al.,

2009; ZACHARCZUK et al., 2011).
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Figura 8. Ocorréncia e caracterizagdo molecular de cepas de Enterobacteriaceae produtoras KPC no Brasil,
2012. Abreviagdes: n — numero de isolados; ST — tipo de sequéncia (do inglés sequence type) (PEREIRA
etal.,, 2013).

Além da enzima KPC, as carbapenemases do tipo IMP e VIM, que sé&o
frequentes em bacilos Gram negativos ndo fermentadores, tiveram sua transferéncia
para enterobactérias facilitada em virtude da frequente associagdo dos respectivos
genes com elementos genéticos moveis tais como plasmidios conjugativos e
transposons (QUEENAN; BUSH, 2007). Os primeiros relatos de cepas de
enterobactérias produtoras de IMP e VIM ocorreram em 1991 no Jap&o e em 2000 na
Coreia do Sul (ITO et al., 1995; JEONG et al., 2003). Desde entdo, cepas produtoras
de VIM ou IMP, e até mesmo coproduzindo as duas carbapenemases, tém sido

relatadas em muitos paises (figura 09) (NORDMANN; NAAS; et al., 2011).

No Brasil, isolados produtores de IMP-1 eram encontrados somente nas
espécies de ndo fermentadores Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp (MENDES et
al., 2007). Contudo em 2003, foi relatado primeiro caso de enterobactéria produtora de

IMP com o isolamento, na cidade de S&o Paulo, de uma cepa de K. pneumoniae
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portando o gene blaye (LINCOPAN et al.,, 2005). Desde entdo alguns outros casos

enterobactérias portando o gene bla;ye foram reportados (PENTEADO et al., 2009).
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Figura 9. Ocorréncia de cepas de Enterobacteriaceae produtoras de VIM ou IMP no mundo (A) e na
Europa (B) (NORDMANN; NAAS; et al., 2011).

Mais recentemente, tem-se observado a dispersdo rapida, e em escala
mundial, de carbapenemases que emergiram de regides geogréficas especificas. A
carbapenemase OXA-48 foi inicialmente identificada em cepas de enterobactérias
isoladas na Turquia em 2003 (POIREL et al., 2004). Embora extensivamente
reportadas causando surtos hospitalares, cepas produtoras de OXA-48 estavam
restritas & Turquia. Atualmente, a deteccao destas cepas é reportada em Vvarios paises
da Europa e Asia (figura 10) (NORDMANN; NAAS; et al., 2011). Uma caracteristica

peculiar desta carbapenemase € a sua fraca hidrélise tanto de carbapenens como de
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cefalosporinas, sendo entdo uma das carbapenemases mais dificeis de serem

identificadas fenotipicamentes (NORDMANN; NAAS; et al., 2011).
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Figura 10. Distribuicao geogréafica de Enterobacteriaceae produtoras de OXA-48 (NORDMANN; NAAS;
et al., 2011).

Recentemente, em 2014, o primeiro relato de OXA-48 foi reportado no Brasil,
especificamente em Porto Alegre. Cepas produtoras de OXA-48 foram isoladas numa
frequéncia de 3%, ou seja, vinte e uma cepas produtoras de OXA-48 em 701 isolados
de ERC. Entre essas, treze eram Klebsiella spp., seis E. cloacae e um C. freundii

isoladas em 4 hospitais terciarios (PINTO et al., 2014).

A B-lactamse denominada NDM é a mais nova carbapenemase identificada da
classe B com genes associados a elementos genéticos moveis. NDM foi identificada
em 2008 na Suécia em cepas de K. pneumoniae e E. coli recuperadas de um paciente

indiano, que havia sido, previamente, hospitalizado em Nova Deli, india (YONG et al.,
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2009). Semelhante as enzimas IMP e VIM, NDM pode hidrolisar todas as penicilinas,

cefalosporinas e carbapenens, com excec¢éo do aztreonam (WALSH et al., 2005).

Depois dos primeiros relatos, a carbapenemase NDM-1 passou a ser detectada
em muitas espécies, predominantemente K. pneumoniae e E. coli, como demonstrou
uma investigacdo extensa em paises do Reino Unido, na india, no Paquistio e em
Bangladesh entre os anos de 2008 e 2009. A maioria dos casos identificados no Reino
Unido apresentava historico de viagem para a india ou Paquistdo, demonstrando que
estes paises sdo um importante reservatério de cepas produtoras de NDM

(KUMARASAMY et al., 2010).

Outro aspecto preocupante foi o isolamento, na Franca em 2009, de uma cepa
de E. coli de gendtipo ST131 e produtora de NDM recuperada de uma paciente vinda
da india (POIREL; HOMBROUCK-ALET; et al., 2010). O gendtipo ST131 tem sido
responsavel pela disseminacdo mundial de outros determinantes de resisténcia a
antibioticos como as B-lactamases do tipo ESBL pertencentes a familia CTX-M
(COQUE et al., 2008)(POIREL; HOMBROUCK-ALET; et al., 2010). Além do mais, uma
vez que a paciente ndo apresentava historico de hospitalizacdes prévias na india, a
infeccdo foi caracterizada como infecgdo comunitaria, o que alertou para o fato de que
cepas produtoras de NDM poderiam ser prevalentes em ambientes comunitarios

daquele pais (POIREL; HOMBROUCK-ALET; et al., 2010).

Devido a relatos de pacientes colonizados por isolados produtores de NDM
apos viagens de férias para india, em que n&o tiveram nenhum contato com servigos
de saude naquele pais (LEVERSTEIN-VAN HALL et al., 2010), investigacdes foram
motivadas com o intuito de esclarecer a prevaléncia de cepas produtoras de NDM em
areas urbanas de Nova Deli. O trabalho de Walsh e colaboradores demonstrou que
cepas produtoras de NDM estdo amplamente disseminadas em ambientes
comunitarios de Nova Deli e que estas foram detectadas tanto em amostras de agua

coletadas do ambiente como em agua de consumo humano, utilizada para beber,
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preparacéo de comida e lavagem de roupas. O gene blaypy foi encontrado em vérias
espécies de enterobactérias e ndo fermentadores e, inclusive, em importantes
patégenos causadores de gastroenterites como Shigella boydii, Vibrio cholerae e

Aeromonas caviae (WALSH et al., 2011).

Diferentemente de outros genes de carbapenemase, blaypy (gene codificador
de NDM) ndo esta associado a um Unico clone e tem sido detectado em isolados e
espécies geneticamente ndo relacionadas (NORDMANN; POIREL; TOLEMAN; et al.,
2011). A dispersao de cepas de enterobactérias produtoras de NDM é a mais recente
preocupa¢do mundial em virtude da alta capacidade conjugativa dos plasmidios que
portam genes blaypy (figura 11). Além disto, estes plasmidios sédo diversos e
frequentemente albergam determinantes genéticos que conferem resisténcia a varias
outras classes de antibi6ticos. Por tudo isso cepas produtoras de NDM séo o foco de

atencao mundial (NORDMANN; NAAS; et al., 2011).
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Figura 11. Distribuicdo geografica de Enterobacteriaceae produtoras de NDM. Estrelas vermelhas indicam cepas
originadas da india, Paquistdo ou Bangladesh, estrelas verdes indicam cepas originadas de Balcas ou no
Oriente Médio estrelas pretas indicam origens desconhecidas (NORDMANN; NAAS; et al., 2011).
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Recentemente e pela primeira vez, uma cepa de Providencia rettgeri produtora
de NDM, foi isolada no Brasil de um paciente atendido em hospital no Rio Grande do
Sul. Informacdes sobre histérico de viagem para algum pais endémico para NDM nao
foi relatado (CARVALHO-ASSEF et al., 2013). Desde entdo, a ANVISA vem alertando
as Coordenacbes de Controle de Infeccdo para as medidas de vigilancia e de
investigacdo, junto aos profissionais que atuam em servicos de saude e aos
laboratorios, e também destacando a importancia da detecgéo laboratorial precoce, o
correto tratamento e a adocdo de medidas de prevencdo e controle de cepas
portadoras de blaypy, @ fim de evitar a dispersdo dessas cepas no Brasil (ANVISA,

2013).

No Distrito Federal (DF), a Geréncia de Investigacdo e Prevencao das
Infeccbes e dos Eventos Adversos nos Servicos de Saude/DIVEP/SVS-DF foi
notificada em maio de 2010 por um hospital universitario a respeito de um surto em
UTI envolvendo cepas de enterobactérias resistentes a carbapenens (ERC). Em
poucos meses surtos foram detectados em varios hospitais, publicos e privados,
sendo a maioria identificada em UTIs e associada a cepas de K. pneumoniae. De
janeiro de 2010 a dezembro de 2011, 1.141 pacientes com cultura positiva para ERC
foram detectados em 32 hospitais do DF. Entre estes, 818 pacientes apresentaram
colonizagdo assintomatica e 323 pacientes tiveram sintomas de infeccdo, 62 mortes
foram atribuidas por infec¢cdes causadas por ERC. Em 2010 varios casos de cepas
produtoras de KPC foram identificadas no DF, além da carbapenemase do tipo KPC,
até o momento, nenhuma outra carbapenemase, entre elas NDM, IMP, VIM ou OXA-

48, foi detectada em cepas isoladas em hospitais do DF.
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2- Justificativa

Com a crescente dispersédo de cepas de ERC e o envolvimento destes agentes
em infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), faz-se necesséario o
conhecimento do perfil de susceptibilidade, da caracterizacdo molecular das espécies
isoladas e da possivel presenca de populacdes clonais, a fim de melhorar a
terapéutica empirica de pacientes oriundos de hospitais com alta prevaléncia de
isolamento destes patdgenos e definir os determinantes genéticos envolvidos na
resisténcia aos carbapenens, verificando se o0s mecanismos de resisténcia

correspondem aqueles globalmente disseminados ou atualmente emergentes.

3- Objetivos

3.1- Geral:
Determinar o perfil de susceptibilidade a antibidticos, bem como os genotipos

associados a resisténcia a carbapenem em cepas de enterobactérias isoladas em

hospitais publicos e privados do Distrito Federal.

3.2- Especificos:

» Determinar a composicao etéria dos pacientes portadores de cepas de ERC;

» Determinar a prevaléncia de espécies entre as cepas de ERC isoladas em
hospitais do Distrito Federal;

» Determinar a distribuicdo de espécies de ERC em instituicdes de assisténcia a
salde analisadas no Distrito Federal;

» Analisar mudancas na frequéncia de isolamento de espécies de ERC entre os
anos de 2011 e 2013;

» Determinar os sitios de infeccdo frequentemente associados a espécies de

ERC,;
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» Analisar o perfil de susceptibilidade das cepas de ERC e possiveis diferencas
nos percentuais de resisténcia a determinados antibidticos entre as espécies
isoladas;

» Determinar a producgdo in vitro de carbapenemases nas espécies de ERC
isoladas;

» Determinar a prevaléncia dos genes blaxpc, blayom, blawe, blaym, blacxa nas
cepas de ERC;

» Avaliar a existéncia de populacdes clonais entre as cepas de ERC portando

alguns genes bla emergentes.

4- Material e métodos

4.1- Isolados bacterianos

Foram analisadas cepas de enterobactérias isoladas de pacientes para fins de
diagnoéstico de infeccbes ou de vigilancia epidemiolégica e encaminhadas ao
Laboratério de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF) para a confirmagéo da
resisténcia aos carbepenens por 30 instituicdes de assisténcia a saude, incluindo
laboratérios de andlises clinicas, hospitais publicos e privados do Distrito Federal, no
periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2013. Para este estudo um total de 573
cepas apresentando CIM maior ou igual a 2 mg/mL para pelo menos um dos
carbapenens testados (ertapenem, imipenem ou meropenem) foram analisadas.
Adicionalmente a esta colecdo, duas cepas de ERC positivas para blaypm € isoladas
no inicio de 2014 em dois hospitais de Brasilia foram incluidas nos ensaios de
amplificacdo randémica para determinacdo de padrdes de DNA polimérfico e vinculo

genético.

As cepas foram cultivadas em agar Mueller Hinton, meio né&o
seletivo/diferencial, e incubadas por 18 a 24 horas em estufa a 36+1 °C. As espécies

bacterianas foram identificadas usando-se o0 sistema automatizado de identificacdo
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MicroscanWalkAway, (Siemens Healthcare) conforme instru¢cdes do fabricante. Os
isolados que apresentaram probabilidade < 80% para identificacdo presuntiva de
espécie foram reanalisados. Testes bioquimicos padronizados também foram
utilizados para confirmar a identificacdo da espécie bacteriana. Para preservagédo das

cepas bacterianas, os isolados foram preservados em freezer a -70°C.

Para o controle de qualidade dos painéis de identificacdo bacteriana, foram
utilizadas as cepas de E. coli ATCC (American Type Culture Collection) 25922 e de P.

aeruginosa ATCC 27583 a cada novo lote ou aquisi¢do do produto.

Esta pesquisa foi dispensada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria
de Estado de Saude do Distrito Federal (CEP/SES-DF) por ndo envolver seres

humanos.

4.2- Teste de suscetibilidade a antimicrobianos.

Junto com os procedimentos para identificacdo bacteriana foram realizados os
procedimentos para determinar o perfil de susceptibilidade frente aos antimicrobianos
utilizando o sistema automatizado MicroscanWalkAway (Siemens Healthcare). Os
resultados da CIM foram interpretados como sensivel, intermediario ou resistente
baseados nos pontos de corte do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
documento M100-S23 (2013, vol. 31, n° 1). As cepas de E. coli ATCC 25922 e P.
aeruginosa ATCC 27583 foram utilizadas para o controle de qualidade dos ensaios

automatizados de susceptibilidade a cada novo lote ou aquisicdo do produto.

4.3- Teste de Hodge modificado.

O teste de Hodge modificado (THM) foi realizado seguindo o documento
normativo M100-S23 CLSI. Foi preparada uma suspenséo da cepa de E. coli ATCC
25923 (cepa indicadora da producdo de carbapenemase) em solu¢do salina com a
turbidez ajustada para a escala 0,5 de McFarland e posteriormente diluida em solugéo

salina (1:10). Utilizando uma zaragatoa inoculou-se a diluicdo na superficie de agar
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Mueller-Hinton e apds 10 minutos um disco de ertapenem (10 pg) foi posicionado no
centro da placa. Com um zaragatoa, coletou-se 3 a 5 colénias da cepa teste, ou da
cepa controle, crescidas em agar sangue, e inoculou-se em linha reta da borda do

disco para a periferia da placa.

Para o controle negativo do THM foi utilizado a cepa de K. pneumoniae
ATCC700603 e para o controle positivo K. pneumoniae 10C 4955 (cepa da colecéo
Instituto Adolf Lutz produtora de KPC). O teste foi considerado positivo quando
observada uma invaséo consideravel da E. coli ATCC 25923 no halo. O teste negativo
€ caracterizado pela ndo invasdao da cepa indicadora, ou ainda é considerado

indeterminado quando houve uma fraca invasdo do halo ou lise da cepa indicadora

pela cepa teste. Os exemplos de leitura do THM podem ser visualizados na figura 12.

Figura 12. Demonstracdo de leitura do THM. (A) isolado 1, K. pneumoniae ATCC700603

(controle negativo para a producdo de carbapenemase); isolado 2, K. pneumoniae
I0C4955 (controle positivo para a producdo de carbapenemase); e isolado 3 isolada em
teste (apresentando teste positivo). (B) isolado 1, Teste indeterminado pois houve lise da
cepa indicadora (E. coli ATCC25923). (C) Isolado 3, Teste indeterminado pois houve fraca

invasédo do halo pela indicadora.
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4.4- Testes fenotipicos para a discriminacdo da car  bapenemases.

Embora carbapenemases compartihem a capacidade de hidrolisar
carbapenens, elas apresentam diferencas quanto ao perfil de hidrdlise frente a outros
B-lactdmicos e quanto ao perfil de inibicdo da hidrélise frente a inibidores de B-
lactamases, tais como o acido clavulanico e o acido etileno diamino tetra-acético
(EDTA) (Tabela 4) (QUEENAN; BUSH, 2007; MIRIAGOU et al., 2010; NORDMANN;

NAAS; et al., 2011).

Tabela 4. Perfil de hidrélise e de inibicdo das carbapenemases.

Perfil de hidrélise Perfil de inibicdo
Grupo
Classe molecular Enzima
funcional . o

Cloxacilina  Aztreonam  Carbapenem EDTA Ac. clav.

A 2f KPC ¥ ¥ ¥ > ¥

IMP + - + + }

B1 3 VIM + - + + -

NDM + - + + -

D 2d OXA + - + - +

AbreviagGes: EDTA, acido etilenodiamino tetra-acético; Ac. clav., Acido clavulanico. (QUEENAN; BUSH, 2007; GISKE et al.,
2011; NORDMANN; POIREL; WALSH; et al., 2011)

Para a triagem de cepas produtoras de metalo-B-lactamases (IMP, VIM e
NDM) utilizou-se o teste de bloqueio enzimatico com EDTA que se baseia na inibi¢do
da hidrélise na presenca de EDTA. O teste de bloqueio enzimatico com EDTA foi
realizado seguindo o proposto por Giske et al. 2011. Resumidamente, realizou-se uma
suspensdo bacteriana em solucdo salina ajustada para o valor de 0,5 da escala de
McFarland da cepa teste e, posteriormente, espalhou-se a suspensdo de forma
homogénea em placa de 4gar Mueller-Hinton de 15 x 150 mm. Os discos de imipenem
e meropenem, adsorvidos ou ndo com EDTA (10 uL de uma solucéo de EDTA 0,1 M),

foram colocados na placa que foi incubada por 18 a 24 horas a 36 £ 1 °C. Para
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controle positivo nos ensaios de caracterizacdo de metalo-B-lactamases utilizou-se a

cepa Enterobacter cloacae CCBH10892 (cepa produtora de NDM).

Esse teste € positivo quando visualizado uma sinergia entre o EDTA e o
imipenem e meropenem (diferengca de 25mm nos halos dos discos de imipenem e/ou
meropenem adicionado com EDTA e os disco de imipenem e meropenem sem a

adicdo de EDTA), figura 13 (GISKE et al., 2011).

Figura 13. Demonstracdo do teste de bloqueio
enzimatico com EDTA. Nitida diferenca
(=5 mm) entre os halos de inibicao
formados pelos discos de meropem
com e sem EDTA (setas preenchidas)
e de imipenem com e sem EDTA
(setas vazias).

4.5- Deteccdo molecular de genes bla por meio da reacdo em cadeia da
polimerase ( Polymerase Chain Reaction - PCR).

Um total de 205 cepas de ERC foram selecionadas para a pesquisa dos genes
blakpc, blanpw, blawe, blayiv, blaoxa. As cepas de K. pneumoniae foram selecionadas
seguindo a ordem de isolamento por semestre sendo escolhida uma cepa a cada duas
da sequencia temporal. Foram selecionadas cepas isoladas tanto de amostras clinicas
como de vigilancia. Da mesma forma foram selecionadas as cepas das outras

espécies, porém realizando o intervalo de apenas um isolado a cada cepa escolhida.

Para extracdo do DNA, 1 mL de cultura bacteriana (amostra cultivada em meio
Luria-Bertani, LB, por 18 a 24 horas) foi centrifugado a 3.000 g por 3 minutos, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 500 pL de agua
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deionizada, e em seguida, a amostra foi novamente centrifugada (3.000 g/3 min.) e o
sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspenso em 500 pL de &gua
deionizada e essa suspenséo foi colocada em banho-maria a 100 °C por 15 minutos e,
em seguida, centrifugou-a (4.600 g/2 min.). O sobrenadante foi utilizado como fonte de

DNA total para as reacdes de amplificacéo.

Para o procedimento de PCR e consequentemente a deteccdo dos genes
listados na tabela 5, foi utilizado o seguinte protocolo. O volume total de cada reacéo
de PCR foi 30 ul (23 puL do mix e 7 uL de DNA), contendo 0,5 uM de cada iniciador,
0,2 mM de desoxinucleotideos trifosfatos (dNTP), 1,5 mM cloreto de magnésio
(MgCI2) e 1 U de Tag DNA polimerase em tampao de reacdo 1X fornecido pelo
Instituto Ludwig Biotec. As reagcdes foram submetidas a seguinte programacdo de
ciclos de temperatura: 1 minuto a 94 °C, seguido por 30 ciclos compostos pelos
passos de desnaturacdo a 92 °C por 1 minuto, de anelamento por 1 minuto com
temperatura especifica de cada iniciador (conforme citado na tabela 6) e de extenséo
a 72 ° C por 1 min. Por fim, a reacdo de PCR foi encerrada por um ciclo de extensdo

final a 72 ° C por 2 minutos.

Apo6s a amplificacdo dos produtos, foi realizada eletroforese em gel de agarose
a 1%, preparado em tampao TAE (Tris-acetato-EDTA) 1 X, seguido da coloracdo do
gel em solugdo de brometo de etidio [10 pL de brometo de etidio (10 mg/mL) em
100mL de &gua] e os fragmentos amplificados (amplicons) foram observados pela
transiluminacdo de luz ultravioleta (UV). Em reagcbes sem qualquer amplificagdo
inespecifica, a visualizacdo de um amplicon de tamanho esperado, conforme descrito
na tabela 6, foi determinado como resultado positivo para a presenca do gene

pesquisado.
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Tabela 5. Lista de iniciadores utilizados, alelos genéticos detectados e condi¢des de reagéo.

Tamanho Temperatura
. - do Alelos P Controles
Iniciadores Sequéncia - P de o
amplicon detectaveis positivos
(ob) Anelamento
KPC F 5' TGTCACTGTATCGCCGTC blakpc-1, 2, 3, 4, 5, K.
1011 6,7,8,9,10, 11, 55 °C pneumoniae
KPC R 5'CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 12,13 10C4955
NDM F 5' GGTTTGGCGATCTGGTTTTC c1 blanow-1, 2, 3, 4, 5, £ oc E cloacae
NDM R 5' GGCCTTGCTGTCCTTGATC 6,7,8. CCBH10892
OXAF 5' GCGTGGTTAAGGATGAACAC blos-48, 54, 181, K.
440 162. 163 199 58 °C pneumoniae
OXAR1 5' ATCATCAAGTTCAACCCAACC » 163, CCBH9976
b|av|M-l, 2, 3, 4, 5,
VIMF 5 GATGGTGTTTGGTCGCATATC 6,9, 10,11, 12, 13, P. aeruginosa
332 14, 15, 16, 17, 18, 55 °C s 808
VIM R2 5' CTCGATGAGAGTCCTTCTAGAG 19, 20, 23, 24, 25, BH11
27, 28, 31, 33, 34.
, b|a|Mp-2, 5,8, 13,19,
IMP F1 5'CATTTCCATAGCGACAGCAC 309 50, 24 33, 37 |
59 °C K. pneumonia
IMP F2 5'AACACGGTTTGGTGGTTCTT blaye-1, 2. 8. 14 BRO1
440 . 2,8, 14,
IMP R 5GGACTTTGGCCAAGCTTCTA 14a, 19, 20, 24

4.6- Sequenciamento genético.

O sequenciamento do gene blaypy foi realizado com os iniciadores NDM-F e
NDM-R usando o kit BigDye terminator cycle sequencing v3.1 (Applied Biosystems)
pre-amplificado em termociclador. O mix de reacdo de sequenciamento foi purificado
com etanol e, posteriormente, analisado com ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®). Os dois produtos de PCR independentes foram sequenciadas. As
sequencias de DNA foram identificadas pelo programa BLAST do site National Center

for Biotechnology Information - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

4.7- Perfil plasmidial.

Para determinar o perfil plasmidial empregou-se o procedimento descrito por
Eckhardt T. 1978 que é baseado na liberacdo de moléculas intactas de DNA plasmidial
em decorréncia da lise branda das ceélulas bacterianas executada diretamente em
pocos de gel de agarose. Resumidamente, 500 pL de cultura bacteriana incubada por

18 h a 37 °C foi centrifugada a 3.000 g por 3 mim e o sedimento bacteriano
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resuspenso em 20 pL de tamp&do de amostra (0,025M base Trizma®, 25% sacarose,
0,250M EDTA, 7% Ficoll 400 em solu¢do aquosa com pH ajustado para 8,0). Ent&o,
20 pL de tampéao de lise (750 U/mL de lisozima e 0,3 U/mL de ribonuclease A em
tampdo de amostra) foi adicionado a suspensdo bacteriana, homogeneizado e
imediatamente aplicado (20 pL) em pocos de gel de agarose [0,85% de agarose, 0,5%
de dodecil sulfato de sédio -SDS- em tamp&o borato [0,089 M de base Trizma® (Triz-2-
amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol), 0,089 M de &cido bérico, 0,0025 M de EDTA
em solucdo aquosa com pH ajustado para 8,4]. Apdés uma hora de espera em
temperatura ambiente, a eletroforese foi iniciada e mantida por 18 h e ajustada para os
seguintes parametros: 90 V, 300 mA. Ao final da eletroforese, o gel foi corado em
banho de brometo de etidio [10 pL de brometo de etidio (10 mg/mL) em 100mL de

agua] e visualizado por transiluminacdo em luz ultravioleta.

4.8- Padrédo de fragmentos polimorficos de DNA ampli  ficados randomicamente

(Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD).

Para avaliar a presenca de populacdes clonais entre as cepas de ERC foi
utilizado ensaios de RAPD para determinar padrées de DNA polimorficos utilizando o
iniciador OPA 2 (5-TGCCGAGCTG-3') (Operon Biotechnology, Inc., Alameda, CA). O
DNA das cepas selecionadas foram novamente extraidos conforme o item 4.5. O
volume total de cada reacdo de PCR foi de 30 pL (23 pL do mix e 7 uL de DNA),
contendo 0,8 uM do iniciador, 0,2 mM de dNTP, 2,25 mM de MgCI2 e 5 U de Tag DNA
polimerase (Taq Platinum®) em tampdo de reacdo 1X fornecido pelo fabricante

Invitrogen.

As reacbes foram submetidas a seguinte programacdo de ciclos de
temperatura: 2 minutos a 94°C, seguido por 30 ciclos compostos pelos passos de
desnaturacéo a 94 °C por 1 minuto, de anelamento por 1 minuto a 25°C e de extensdo
a 72°C por 2 min. Por fim, A reacdo de PCR foi encerrada por com ciclo de extensao

final a 72 ° C por 2 minutos.
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Apés a reacdo de amplificacdo, os fragmentos polimorficos de DNA foram
separados por meio de eletroforese em gel de agarose a 2%, preparado em tampéao
TAE (Tris-acetato-EDTA) 1 X, seguido da coloracdo do gel em solugédo de brometo de
etidio [10 pL de brometo de etidio (10 mg/mL) em 100mL de agua], e observagédo dos

fragmentos amplificados (amplicons) pela transiluminacao de luz ultravioleta (UV).

4.9- Analise do perfil de RAPD.

Os padrdes polimérficos de DNA amplificados nos ensaios de RAPD foram
convertidos em sequencias bindrias com o algarismo “1” indicando a presenca de
banda e o “0” indicando a auséncia. Diferencas na intensidade das bandas
amplificadas ndo foram consideradas. Para a analise e construcao dos dendogramas a
matriz binaria foi convertida em matriz de distancia utilizando programa RESTDIST
para separar as amostras pela semelhanca dos padroes de fragmentos. A matriz de
distancia gerada foi utilizada para a construcédo de dendogramas utilizando o programa
de agrupamento KITSCH (método Fitsh-Margoliash). Os programas utilizados fazem
parte do pacote de programas PHYLIP, versdo 3.69, disponivel em
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/getme.html. Dendogramas  foram

construidos no programa TreeView.

4.10- Andlise estatistica.

Os resultados foram analisados utilizando o teste exato de Fisher. Para

definicdo de diferencas estatisticamente significantes foi adotado um valor de p < 0,05.
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5- Resultados e Discussao

5.1- Composicao etéria dos pacientes colonizados po  r cepas de ERC.

Infecgcbes nosocomiais tipicamente afetam pacientes com idade situada nos
extremos de faixa etéria, em virtude da imaturidade imunologia e situacdes envolvendo
fragilidade no status geral de salude ou imuno-incopeténcia, doenca de base,
tratamentos médicos ou cirargicos .(WEINSTEIN, 1998) A idade avancada, entre
outros, é fator de risco para a ocorréncia de infeccbes por cepas de ERC, e esta
associada com o0 aumento da taxa de mortalidade em pacientes infectados (GUPTA et
al., 2011).

Neste estudo, a maioria das cepas de ERC isoladas (57,2%, 388/573) foi
recuperada de pacientes com idade superior a 51 anos (Figura 14). Neste grupo de
pacientes, o isolamento de cepas de ERC concentrou-se na faixa etaria de 61 a 70
anos respondendo por 20,4% (117/573) do total dos casos. No grupo de 0 a 5 anos,
62,9% dos isolados foram isolados de neonatos (< 0 anos). A incidéncia de ERC em
UTI neonatal e infanti vem aumentando ao logo dos anos [em paises em
desenvolvimento as taxas de infecgédo chega a ser 3 a 20 vezes maior (ZAIDI et al.)] e
esse fato é preocupante pois ERC esté associado a alta frequéncia de mortalidade e
morbidade em UTI neonatal. A imaturidade do sistema imune em neonatos,
principalmente em prematuros, predispde estes a infecgbes nosocomiais e dificuldade
em se obter um clearence microbiologico, isso devido poucas ou nenhuma opcao
terapéutica para combater ERC, pode leva-los morte (ZAIDI et al.; SALEEM et al.,

2013).
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Figura 14. Frequéncia de isolamento de ERC por faixa etaria (%).

5.2- Composicao de espécies na colecdo de cepas de  ERC analisada.

Entre as cepas de ERC reportadas ao LACEN, K. pneumoniae foi a espécie
com maior frequéncia de isolamento (74,0%), totalizando 424 cepas . As espécies do
género Enterobacter responderam por 15,2% dos isolados de ERC, sendo em sua
maioria da espécie E. aerogenes com 54 cepas reportadas (figura 15). Entre as cepas
de ERC, K. pneumoniae é a espécie mais frequentemente isolada seguida por
Enterobacter spp.. Estas duas bactérias estdo envolvidas na dispersdo das cinco mais
prevalentes carbapenemase, KPC, VIM, IMP, NDM e OXA-48, no mundo

(NORDMANN; NAAS; et al., 2011; DORTET et al., 2014).

As espécies E. coli e K. oxytoca somaram apenas 2,1% dos isolados de ERC.
O isolamento de E. coli resistentes aos carbapenens é preocupante devido a essa
bactéria ser o um importante patdégeno comunitario, principalmente em ITU, e a
disseminacao dessas cepas na comunidade tem ocorrido (POIREL; HOMBROUCK-
ALET; et al.,, 2010; NORDMANN; POIREL; WALSH; et al., 2011; DORTET et al.,

2014).

E importante frisar que isolados de espécies intrinsecamente resistentes a

polimixina (S. marcescens, P. mirabilis e P. rettgeri) responderam por 8,8% dos
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isolados de ERC, totalizando 50 cepas recuperadas de 45 pacientes. A emergéncia
das cepas de ERC tem impulsionado a retomada do uso de polimixina, antibiético que
teve 0 uso abandonado ha 50 anos em virtude da nefrotoxicidade e neurotoxicidade
apresentadas (ZAVASCKI et al., 2007; GUPTA et al., 2009). Atualmente, polimixinas
figuram como um dos ultimos recursos para tratamento de infeccbes provocadas por
bacilos Gram negativos multirresistentes incluindo cepas de ERC (BALAJI et al;

ZAVASCKI et al., 2007; HIRSCH; TAM, 2010).

Em 2011, Kontopidou e colaboradores analisaram 445 isolados de Gram
negativos de 150 pacientes dos quais 51 (34%) estavam colonizados por espécies
intrinsecamente resistentes a polimixina. Nesse estudo, o principal fator de risco para
colonizacaol/infeccdo por espécies intrinsecamente resistentes a polimixina foi o

tratamento com polimixina B, colistina (KONTOPIDOU et al., 2011).

® Klebsiella pneumoniae
®m Enterobacter aerogenes
m Serratia marcescens

m Enterobacter cloacae

® Proteus mirahilis

® Escherichia coli

m Klehsiella oxytoca

W Providencia rettgeri

Figura 15. Composicdo de espécies da colecdo de cepas de ERC (n = 573) isoladas em hospitais do
Distrito Federal.

5.3- Distribuicdo de espécies de ERC em unidades de  atendimento a saude no
Distrito Federal.
Desde a deteccdo inicial da enzima KPC em 2001 nos EUA, estudos

epidemiolégicos tém comprovado o protagonismo da espécie K. pneumoniae na
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dispersao intra- e inter-hospitalar, bem como na dispersdo mundial, da resisténcia a
carbapenens (YIGIT et al., 2001; KITCHEL et al., 2009; NORDMANN; NAAS; et al.,

2011).

Inicialmente, a distribuicdo dos isolados por instituicdo de assisténcia a saude
(tabela 6) mostrou que das cepas de ERC encaminhadas ao LACEN-DF, 58,6% (336
isolados) foram reportadas por apenas dois hospitais (A e B do Plano piloto) do Distrito
Federal. Esses dois hospitais séo categorizados, de acordo com o ministério da saude,

como hospitais de alta complexidade (terciarios).

Cepas de ERC da espécie K. pneumoniae foram reportadas por todos os
hospitais analisados do Distrito Federal, com excecdo do hospital AB-Sudoeste.
Embora K. pneumoniae tenha sido a espécie mais frequentemente isolada na maioria
dos hospitais, algumas instituicdes mostraram um perfil, claramente, diferente no
isolamento de cepas de ERC. No hospital E-Plano piloto a espécie mais prevalente foi
E. aerogenes que respondeu por 51,6% dos isolados de ERC reportados por aquela

instituicao.

Diante da emergéncia da resisténcia aos carbapenens, o uso de velhos
antibiéticos como polimixina tem sido retomado na pratica clinica para controle de
infeccdes provocadas por cepas de ERC (ZAVASCKI et al., 2007). Neste cenario, a
polimixina tem sido utilizada como droga de Ultima opg¢&o terapéutica. Contudo, a
demanda crescente por este antibiotico tem suscitado preocupac¢des quanto a selecdo
de cepas expressando mecanismos de resisténcia adaptativos ou de espécies

intrinsecamente resistentes a polimixina (KONTOPIDOU et al., 2011).

Em consonancia com os resultados obtidos, estudos sugerem que a demanda
universal e crescente por polimixina tem ocasionado a selecdo e o aumento no

isolamento de cepas de enterobactérias intrinsecamente resistentes a esses
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antimicrobianos tais como, Proteus, Serratia, Morganella e Providencia

(KONTOPIDOU et al., 2011).

O isolamento de cepas de ERC intrinsecamente resistentes a polimixina (S.
marcescens, P. mirabilis e P. rettgeri) foi reportado por sete das 19 instituicbes
consideradas neste estudo. Em relagdo a S. marcescens, 78,3% (29/37) dos isolados
concentraram-se em dois hospitais (A e B do Plano piloto). No entanto, a proporc¢ao de
casos associados a S. marcescens reportados pelo hospital B-Plano piloto (15/113) foi
estatisticamente maior quando comparada com a distribuicdo no hospital A-Plano

piloto (14/223) (p<0,05), tabela 6.



Tabela 6. Distribuicdo dos isolados de ERC reportados ao LACEN por instituicdes de saude do Distrito Federal entre os anos de 2011 a 2013.

NuUmero de isolados por espécie (% ocorréncia de iso  lamento por Institui¢éo)

INSTITUICAO Klebsiella Enterobacter Serratia Enterobacter Proteus Escherichia Klebsiella Providencia  1OTAL
pneumoniae  aerogenes marcescens cloacae mirabilis coli oxytoca rettgeri
A-Plano piloto 184 10 14 3 8 1 3 0 223
B-Plano piloto 82 15 14 0 1 1 0 113
C-Plano piloto 31 0 1 0 1 0 0 41
D-Cruzeiro 24 0 4 1 1 0 0 34
E-Plano piloto 10 16 0 4 0 1 0 0 31
F-Santa Maria 21 6 0 1 1 1 0 0 30
G-Taguatinga 11 0 2 3 0 0 0 0 16
H-Plano piloto 9 0 0 2 1 1 0 0 13
I-Samambaia 11 0 0 1 0 0 0 0 12
J-Ceilancia 4 0 4 0 0 0 0 0 8
K-Plano piloto 7 0 0 0 0 0 0 0 7
L-Lago Sul 1 6 0 0 0 0 0 0 7
M-Lago Sul 2 3 0 0 0 0 0 0 5
N-Brazlandia 4 0 0 0 0 0 0 0 4
O-Planaltina 3 0 0 0 0 1 0 0 4
P-Guara 4 0 0 0 0 0 0 0 4
Q-Plano piloto 1 0 1 0 1 0 0 1 4
R-Sobradinho 3 0 0 0 0 0 0 0 3
S-Plano piloto 1 0 1 0 0 0 0 0 2
T-Cruzeiro 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Outras (10), somente 01 caso 9 1 0 0 0 0 0 0 10
reportado.
TOTAL 424 54 37 33 12 8 4 1 573
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5.4- Evolugcdo temporal na frequéncia de isolamento de espécies de ERC ao
longo dos anos de 2011 e 2013.

A distribuicdo percentual das cepas de ERC demonstrou tendéncias de
aumento, bem como de declinio, na frequéncia de isolamento de algumas espécies ao
longo dos anos analisados. Com relagcdo a K. pneumoniae, houve um declinio
significativo (p = 0,0002) na frequéncia de isolamento quando comparando os trés
anos do estudo (81,3% em 2011; 68,8% em 2012; e 63,3% em 2013). De forma
contraria, um aumento significativo (p = 0,00001) na frequéncia de isolamento foi
detectado para a espécie E. cloacae (2,1% em 2011; 8,0% em 2012; e 11,9% em
2013). Para as demais espécies isoladas ndo houve qualquer variacdo significativa na

frequéncia de isolamento ao longo dos anos analisados (figura 16).

No Reino Unido, a introducdo e dispersdao do gene blagpc, carreado por
plasmidios, proporcionou uma mudanca abrupta do padrdo etiolégico das infeccbes
por enterobactérias, alterando a frequéncia de isolamento de K. pneumoniae e varias
outras espécies, entre elas E. coli e Enterobacter spp., que agora sdo detectadas
causando surtos associados a cepas produtoras de KPC (MUNOZ-PRICE et al.,

2013).
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Figura 16. Frequéncia de isolamento de espécies de ERC entre os anos de 2011 a 2013. *p = 0,0002; **p =
0,00001.

5.5- Associacdo estatistica de espécies de ERC com determinados sitios de
infeccao.

Cepas de ERC foram isoladas de uma variedade de amostras biolégicas com
algumas espécies sendo estatisticamente associadas a diferentes amostras clinicas.
O isolamento de K. pneumoniae foi estatisticamente associado (p = 0,0003) a
amostras de urina, com 23,6% dos isolados recuperados deste tipo de amostra clinica.
Os isolados do género Enterobacter foram recuperados com uma frequéncia maior
(28,7%) de amostras de corrente sanguinea quando comparada com a frequéncia de
isolamento nas outras amostras clinicas analisadas (p = 0,0171). Entre as espécies
de ERC intrinsecamente resistentes a polimixina, a espécie S. marcescens foi
estatisticamente associada a casos de bacteremia (p = 0,0007). Das cepas isoladas S.
marcescens, 56,7% (21/37) foram recuperadas de amostras de sangue (10/37

isolados) ou de catéter venoso central (11/37 isolados), tabela 7.
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Tabela 7. Distribuicdo de espécies de ERC por sitios de isolamento.

Espécie
(n° de isolados)

Klebsiella pneumoniae
(424)

Enterobacter aerogenes
(54)

Serratia marcescens
(37)

Enterobacter cloacae
(33)

Proteus mirabilis
(12)

Outras
(13)

Total
(573)

()
%

)
%

)
%

P
%

)

%

%

%

Amostras
Urina Sangue T.rat(? . Cateter LIqt{Id(?S Outros
respiratorio estéreis
© %%%3) 72 55 41 16 140
23,6% 17,0% 13,0% 9,7% 3,8% 33,0%
14
6 (0,0171) 13 8 1 12
11,1% 25,9% 24,1% 14,8% 1,9% 22,2%
10 11
L (0,0007) 2 (0,0007) 1 2
2,7% 27,0% 13,5% 29,7% 2,7% 24,3%
11
4 (0,0171) 6 2 0 10
12,1% 33,3% 18,2% 6,1% 0,0% 30,3%
4
1 0 1 (0,0390) 3 3
8,3% 0,0% 8,3% 33,3% 25,0% 25,0%
3 2 1 0 0 7
23,1% 15,4% 7,7% 0,0% 0,0% 53,8%
115 109 81 66 21 181
20,1% 19,0% 14,1% 11,5% 3,7% 31,6%

5.6- Perfil de susceptibilidade das cepas de ERC.

Em geral as cepas de ERC apresentaram alta frequéncia de resisténcia aos

15 tipos de B-lactamicos testados (tabela 8). A frequéncia de resisténcia foi superior a

90% diante de todas as penicilinas (ampicilina, ampicilina/sulbactam, piperacilina e

piperacilina/tazobactam); monobactam; e cefalosporinas de 1? 2% e 3* geragdes, com

excecao da ceftazidima para a qual 75% das cepas de ERC testadas apresentaram

resisténcia. Em relacdo a cefepime, uma cefalosporina de 4° geracéo, a frequéncia de

resisténcia foi de 85%. Dentre os B-lactamicos testados, a menor frequéncia de

resisténcia foi detectada para o antibidtico cefotetan, uma cefamicina. Diante deste

antibiético, 54% das cepas de ERC mostraram resisténcia. Com relacdo aos
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carbapenens testados (ertapenem, imipenem e meropenem), a frequéncia de

resisténcia a imipenem foi a menor, sendo detectada em 87% das cepas de ERC.

Em virtude da resisténcia mediada por carbapenemases, os aminoglicosideos
tém sido empregados, geralmente combinados a outros antibidticos, como uma das
alternativas empiricas para o tratamento de infec¢bes por ERC (HIRSCH; TAM, 2010;
LEE; BURGESS, 2012). Assim, quando a susceptibilidade a aminoglicosideos é
identificada, estes antibidticos figuram como importantes opgfes terapéuticas para
controle das infecgbes associadas a cepas de ERC, principalmente quando se trata de
infeccdo urinéria (SATLIN et al., 2011). No entanto, estudos epidemiol6gicos mostram
gue as cepas de ERC frequentemente apresentam resisténcia aos aminoglicosideos,
uma vez que plasmidios portando genes bla usualmente também carregam
determinantes genéticos para a expressdo de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (LIVERMORE et al., 2011; HUANG et al.,, 2012). Diante dos
aminoglicosideos, a frequéncia de resisténcia entre as cepas de ERC variou
significativamente em virtude do antibidtico testado. Para tobramicina e gentamicina a
resisténcia foi detectada em 60% e 42% das cepas de ERC, respectivamente. Em
contrapartida, a resisténcia a amicacina foi detectada em apenas 8% das cepas. A
baixa frequéncia de resisténcia a amicacina é provavelmente devido ao efeito
refratario desse antimicrobiano frente as enzimas inativadoras de aminoglicosideos,
gue sdo comuns em enterobactérias (PRICE et al., 1976; LIVERMORE et al., 2001,

SARNO et al., 2003).

E importante ressaltar o consideravel nimero de cepas resistentes a
tigeciclina, um antibiético representante da mais nova subclasse de tetraciclinas
(glicilciclinas) e que foi desenvolvido para persistir ao principal mecanismo de
resisténcia a tetraciclinas e expresso por enterobactérias: a bomba de efluxo TET
(LIVERMORE, 2005; GREER, 2006). A resisténcia a tigeciclina foi detectada em 15%,

ou seja, em 85 das cepas de ERC avaliadas neste estudo.
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Uma vez que espécies de enterobactérias apresentam diferentes padrdes de
resisténcia em virtude da propenséo para acumular elementos genéticos moveis, além
da existéncia de diferentes mecanismos intrinsecos de resisténcia espécie-especificos
(CARATTOLI, 2009; LECLERCQ et al.,, 2013), a analise de susceptibilidade foi
realizada por espécies para 0S grupos nos quais a amostragem permitia andlise
estatistica. Todas as espécies apresentaram uma alta frequéncia de resisténcia aos 3-
lactamicos que foi detectada acima de 73% para as classes das penicilinas,
cefalosporinas e cefotetan com algumas significativas excecdes. As cepas de P.
mirabilis apresentaram uma baixa frequéncia de resisténcia para ceftazidima (25%),
quando comparado aos demais isolados de ERC (p = 0,0004). As espécies de K.
pneumoniae e S. marcescens tiveram uma frequéncia de resisténcia ao cefotetan
menor (50% e 41% respectivamente) do que aquela apresentada pelas espécies do

género Enterobacter (E. aerogenes, 74% e E. cloacae 94%) (p < 0,05).

A resisténcia a amicacina, comumente utilizada em terapias combinadas com
a polimixina para controle de infec¢ges por ERC, foi detectada em baixa frequéncia na
espécie K. pneumoniae (com 4% dos isolados resistentes) e no género Enterobacter
(com 13% dos isolados resistentes em E. aerogenes e 18% em E. cloacae). Em
contrapartida, as espécies de S. marcescens e P. mirabilis apresentaram frequéncia
de resisténcia a amicacina significativamente superior aquela detectada na populacdo
formada pelos demais isolados de ERC (30% vs. 6% com p < 0,0001; e 33% vs. 6%

com p= 0,0042, respectivamente).

Curiosamente, na espécie P. mirabilis a frequéncia de resisténcia a
tobramicina, o antibiético da classe dos aminoglicosideos mais susceptivel a
inativacdo por enzimas modificadoras, foi significativamente menor (8%; p < 0,01)
guando comparada com a frequéncia de resisténcia nas espécies K. pneumoniae
(67%), S. marcescens (54%) e E. cloacae (70%). Além do mais, quando comparada as

demais espécies de ERC isoladas, as cepas de P. mirabilis notadamente
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apresentaram baixa frequéncia de resisténcia a outras classes de antibidticos
analisadas, como para fluoroquinolonas (8%), ciprofloxacina (25%) e

sulfametaxazol/trimetroprima (8%) (p < 0,01).

Além da elevada resisténcia a tetraciclina (59%), K. pneumoniae obteve a
maior frequéncia de resisténcia a tigeciclina (17%). A resisténcia a tigeciclina em
cepas de K. pneumoniae tem sido frequentemente reportada. Em alguns paises da
Europa a resisténcia atinge até 50% das cepas de K. pneumoniae, enquanto que no
continente americano, a frequéncia de cepas resistentes a tigeciclina ndo alcanca 10%
(WOODFORD et al., 2007; GARCIA C et al., 2009; SUN et al., 2013). A espécie E.
aerogenes apresentou baixa frequéncia de resisténcia para tetraciclina (2%) quando

comparada com as demais espécies isoladas (p < 0,0001).
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Tabela 8. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos geral e individual por espécie.

Espécie
Geral (n) F()n)
Antimicrobianos Klebsiella  Enterobacter Serratia Enterobacter  Proteus
ERC (573) pneumoniae aerogenes marcescens cloacae mirabilis
(424) (54) 37) (33) (12)
S | R % R % R % R % R % R % R
Tobramicina 170 57 346 60% 67% 19% 54% 70% 8%"
Gentamicina 317 16 240 42% 42% 20% 41% 61% 67%
Amicacina 396 133 44 8% 4% 13% 30%* 18% 33%°
Ampicilina 2 0 571 100% 100% 100% 100% 100% 83%
gmpic"i”a/ 2 3 568  99% 100% 100% 92% 100% 83%
ulbactam
Piperacilina 4 3 566 99% 100% 100% 89% 100% 83%
_Fr’g’z%rsgﬂlgf‘n/ 10 40 523 91% 92% 100% 73% 97% 75%
Cefalotina 0 571  100% 100% 100% 100% 100% 83%
Cefuroxima 1 570 99% 100% 98% 100% 100% 83%
Cefotaxima 0 563 98% 99% 98% 95% 100% 75%
Ceftriaxoma 0 561 98% 99% 98% 86% 100% 75%
Ceftazidima 61 83 429 75% 76% 69% 81% 85% 25%°
Cefotetan 183 80 310 54% 50%° 74% 41%° 94% 67%
Cefepime 63 23 487 85% 87% 89% 59% 91% 75%
Aztreonam 0 0 554 97% 97% 98% 86% 100% 83%
Ertapenem 6 0 565 99% 100% 100% 81% 100% 92%
Imipenem 29 44 500 87% 87% 98% 81% 73% 100%
Meropenem 25 18 530 92% 95% 96% 76% 79% 83%
Ciprofloxacina 74 14 485 85% 91% 96% 62% 58% 8%”
Levofloxacina 106 13 454 79% 86% 87% 59% 39% 8%”
Nitrofurantoina 45 71 457 80% 87% 52% 97% 33% 100%
Tetraciclina 194 75 304 53% 59% 2% 38% 61% 100%
Tigeciclina 392 96 85 15% 17% 2% 0% 0% 100%*
Sulfametoxazol/ | q 0 454 79% 87% 61% 59% 70% 8%"
Trimetoprima

a, indica um p < 0,001 para a comparacéo de dois grupos.
b, indica um p < 0,01 para a comparacao de dois grupos
¢, indica um p < 0,05 para a comparacéo de dois grupos
*P. mirabilis sdo intrinsecamente resistente a Tigeciclina.

5.7- Deteccdo fenotipica da producdo de carbapenema se (Teste de Hodge
Modificado — THM) e gendétipo  bla associado.

O THM foi realizado em 566 cepas de ERC para verificar a producdo
fenotipica de carbapenemase e apontar grupos de cepas ou espécies que pudessem
expressar mecanismos alternativos de resisténcia aos carbapenens. A producdo de
carbapenemase foi detectada em 89,8% das cepas de ERC testadas (THM positivo).

Os resultados demonstraram que a positividade do THM em isolados resistentes a
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carbapenem varia em funcdo da espécie isolada (tabela 9). Em K. pneumoniae e E.
aerogenes a positividade do THM foi superior a 93%, ao passo que em P. mirabilis a
positividade alcancou apenas 45,5%. As espécies da tribo Proteeae, sendo o P.
mirabilis a principal espécie, apresentam susceptibilidade intrinsecamente reduzida
para imipenem (é ndo para 0s outros carbapenens). Essa insusceptibilidade ndo esta
relacionada a producdo de carbapenemase e sim por perda de afinidade da PBP2

para o imipenem em espécies dessa tribo (VILLAR et al., 1997).

Tabela 9. Deteccao fenotipica da producéo de carbapenemase pelo Teste de Hodge Modificado (THM)

em cepas de ERC.

. n THM
Espécie o TOTAL
0 Neg Pos Ind
) ) n 12 396 15 423
Klebsiella pneumoniae
% 2,8% 93,6% 3,5% 100%
n 2 51 1 54
Enterobacter aerogenes
% 3,7% 94,4% 1,9% 100%
) n 2 19 11 32
Serratia marcescens
% 6,3% 59,4% 34,4% 100%
n 4 26 3 33
Enterobacter cloacae
% 12,1% 78,8% 9,1% 100%
S n 3 5 3 11
Proteus mirabilis
% 27,3% 45,5% 27,3% 100%
o ] n 1 7 0 8
Escherichia coli
% 12,5% 87,5% 0,0% 100%
. n 0 4 0 4
Klebsiella oxytoca
% 0,0% 100,0% 0,0% 100%
. . ) n 1 0 0 1
Providencia rettgeri
% 100,0% 0,0% 0,0% 100%
TOTAL n 25 508 33 566
% 4,4% 89,8% 5,8% 100%

Abreviaturas: THM, teste de Hodge modificado; Neg, negativo no THM, Pos, positivo no THM ;Ind,
Indeterminado no THM.

Das 573 cepas analisadas nesse estudo, 205 cepas (35,7% da coleg&o)
foram caracterizadas quanto a presenca dos genes blagpc, blanpm, blawe, blayiv, blaoxa-
48, que codificam carbapenemases. O gene predominantemente detectado nas cepas

de ERC foi blakpc, encontrado em 77,0% de todos os isolados testados (Tabela 10).
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Além de blakpc, 0 gene blaypy foi detectado em 4 cepas (1,9% dos isolados testados)
e blayp foi detectado em uma cepa (0,4% dos isolados testados). Cepas de P.
mirabilis apresentaram a maior variabilidade quanto a deteccdo de genes bla. De seis
cepas analisadas cinco foram positivas para a presenca de blaxpc € uma das cepas
portava tanto o gene blaypy como o blaye. Os genes blayy € blaoxass Ndo foram
detectados em nenhuma das cepas testadas. De forma semelhante, Pinto e
colaboradores, ao avaliarem cepas de ERC recuperadas em quatro hospitais de Porto
Alegre, demonstraram que havia uma prevaléncia de blakpc entre os isolados testados.
O gene blaypy foi encontrado em quatro diferentes espécies (sendo 9 isolados de E.
cloacae, 1 isolado de Morganella morganni, 1 isolado de E. coli e 1 de Klebsiella spp.).
Diferentemente dos resultados deste estudo, 0 gene blaoxa4s, fOi detectado em 21

isolados de ERC sendo, esse gene, 0 segundo mais prevalente (PINTO et al., 2014).

Tabela 10. Frequéncia de genes para carbapenemase em cepas de ERC.

Carbapenemase

Espécie Isolados TOTAL
KPC NDM IMP VIM OXA48
plf;?ﬁger']'ize 134 119 2 0 0 0 121
E;‘éfg‘éz ?]Ztser 24 21 0 0 0 0 21
Serratia marcescens 18 3 0 0 0 0 3
Enterobacter cloacae 16 5 0 0 0 0 5
Proteus mirabilis 6 5 1 1 0 0 7
Escherichia coli 4 3 0 0 0 0 3
Klebsiella oxytoca 2 2 0 0 0 0 2
Providencia rettgeri 1 0 1 0 0 0 1
Total (%) 205 158 (77,0)  4(1,9) 1 (0,4) 0 0 163 (79,5)

O gene blakpc foi detectado regularmente ao logo dos 3 anos do estudo,

embora sua positividade nas cepas de ERC tenha apresentado uma reducdo
significativa ao longo do periodo do estudo (86,2% em 2011; 73,5% em 2012 e 66%
em 2013) (p = 0,03) (tabela 11). As hipoteses para a reducdo da positividade do gene
blakpc ao longo dos anos analisados podem ser: A participacdo de novas

carbapenemase, ndo pesquisadas neste trabalho, assim como ocorredo no UK onde o



59

advento de cepas produtoras de NDM chegaram a sobrepor a quantidade de cepas
produtoras de KPC (KUMARASAMY et al., 2010); Ou ainda o aumento da
sensibilidade (com respectiva diminuicdo da especificidade) ap6s a diminuicdo dos
pontos de corte para os carbapenens no CLSI de 2011 (ENDIMIANI et al., 2010). Com
essa mudanca cepas produtoras de ESBL com perda de porina (que muitas vezes
apresentam MIC = 2 ug/mL para ertapenem) podem apresentar-se resistentes aos

carbepenens, principalmente ao ertapenem (ENDIMIANI et al., 2010).

As cepas portando blaypy ou blaye foram detectadas apenas no ano 2013.
Cepas produtoras de NDM estao dispersando pelo mundo (NORDMANN; NAAS; et al.,
2011). Inicialmente todos os casos estavam ligados com o subcontinente indiano ou
Paquistdo (NORDMANN; POIREL; WALSH; et al.,, 2011). No entanto, casos
autoctones comeram a ser relatados (NORDMANN; COUARD,; et al., 2012; ARPIN et
al., 2012). O primeiro relato de ERC produtora de NDM no Brasil ocorreu também em

2013 (CARVALHO-ASSEF et al., 2013).

Tabela 11. Frequéncia de genes para carbapenemase em cepas de ERC isolada entre 2011 - 2013.

N° de cepas de ERC positivas para os genes de carbap enemase

Gene (bla) testados
2011 2012 2013 Total
n = 87 (%) n =68 (%) n =50 (%) n = 205 (%)
KPC 75 (86,2) 50 (73,5) 33 (66,0) 158 (77,0)
NDM 0 0 4 (8,0) 4(1,9)
IMP 0 0 1(2,0) 1(0,4)
VIM 0 0 0 0
OXA48 0 0 0 0

A sensibilidade do teste THM, que detecta a producdo de carbapenemase, foi
determinada na populacdo de cepas portando genes de carbapenemase. Das 176
cepas positivos no teste THM, 154 apresentaram resultados positivos para blagpc
(sensibilidade de 87,5%). Com relagcédo as cepas positivas para blaypy, Nenhuma das
quatro cepas testadas apresentou resultado positivo para THM (tabela 12). Embora

tenhamos testado um nimero pequeno de cepas positivas para blaypw (n = 4), a baixa
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positividade de THM para a deteccédo de producdo da carbapenemase NDM também

tem sido verificada por outros autores (CASTANHEIRA et al., 2011).

Tabela 12. Correlagdo entre resultados dos ensaios fenotipicos para a producdo de

carbapenemase (THM) e a presencga de genes associados a carbapenemases (bla) (n =

200).
GENES bla
THM KPC NDM IMP Total (KPC, NDM ou IMP)
Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos
Neg 9 0 6 3 8 1 6 3
Pos 22 154 176 176 0 22 154
Ind 12 3 14 15 11 4

E importante observar que seis cepas de ERC foram negativas para os genes
testados bem como para o THM (Tabela 12), o que pode indicar a existéncia de
mecanismos alternativos de resisténcia a carbapenem. Para avaliar se esse grupo
apresentava um perfil de resisténcia diferente, comparamos diferentes populagfes de
ERC, definidas em funcéo do resultado do THM e da presenca dos genes bla, sendo
estas definidas como populagdo THM-bla- (THM negativo e auséncia de genes bla),
populacdo THM+bla- (THM positivo e auséncia de genes bla), populacdo THM+bla+
(THM positivo e presenca de genes bla) e populagdo THM-bla+ (THM negativo e

presenca de genes bla), conforme visualizadas na tabela 13.

A populacdo de cepas com resultados positivos no THM (TMH+) elou
positivos para os genes bla (blat+) apresentou frequéncia de resisténcia superior a
90% para todos os carbapenens testados (Tabela 13). Diferentemente, as cepas
pertencentes a populacdo TMH-bla- mostraram uma frequéncia de resisténcia
significativamente (p < 0,05) menor ao imipenen e meropenen (16,7%), indicando a
presenca de mecanismos alternativos de resisténcia a carbapenem, possivelmente,
baseados na hiperexpressdo de pB-lactamases, ndo pertencentes a classe das

carbapenemases, associados, ou ndo, a perda de porinas. Esta populacdo, TMH-bla-,

respondeu por 3,2% das cepas analisadas (Tabela 13). A resisténcia a ertapenem
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associada a expressao de B-lactamases do tipo ESBL ou AmpC e ou perda de porina
tem sido descrita na literatura (NORDMANN et al., 2009; SHIN et al., 2012). Na
Franca, a frequéncia de cepas de resistentes aos carbapenens por outros mecanismos
diferentes da producdo de carbapenemase foi de 76,4%. A producdo de ESBL
associada a impermeabilidade de parede bacteriana foi principalmente encontrada em
K. pneumoniae (75,2%) e E. coli (66,7%); enquanto que a expressao da B-lactamase
AmpC aliada & impermeabilidade de parede bacteriana foi 0 mecanismo alternativo de
resisténcia a carbapenem mais frequente no género Enterobacter (68,2%) (DORTET

et al., 2014).

Por fim, é importante notar que das cepas positivas para a expressao de
carbapenemase (teste THM positivo) 12,5% (22/176) foram negativas para todos os
cinco genes bla pesquisados (Tabela 13). Este fato aponta para a presenca de outros
determinantes genéticos associados a resisténcia a carbapenens em nossa colecéo e
possivelmente em cepas de ERC que circulam nos hospitais do Distrito Federal. Uma
outra cabapenemase com dispersdo mundial, e que néo foi pesquisada neste trabalho,
€ a GES (do inglés, Guiana extended spectrum) e que recentimente foi relatada em
uma cepas Serratia marcescens isolada em uma hospital de Porto Alegre (QUEENAN;

BUSH, 2007; PINTO et al., 2014).

E importante relatar que cepas resistentes aos carbapenens em virtude da
expressdo de mecanismos alternativos que ndo envolvam a producdo de
carbapenemases (como perda de porina associado a hiperexpressdo de ESBL ou
AmpC) também podem apresentar resultados falso-positivos para a producdo de

carbapenemase quando testadas pelo THM (CARVALHAES et al., 2010).
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Tabela 13. Perfil de susceptibilidade a B-lactamicos em diferentes grupos de ERC definidos em virtude do
ensaio de THM e da presenca de genes bla.

Populacéo (n)

THM-bla- (6) THM+bla- (22) THM+bla+ (154) THM-bla+ (3)
Genes bla
detectado - - KPC (154) NDM (3), IMP (1)
(n)

ATB R % R % R % R %
Piperacilina 6 100,0% 22 100,0% 154 100,0% 3 100,0%
Al 6 100,0% 20 90,9% 144 93,5% 3 100,0%
Tazobactam
Ceftazidima 6 100,0% 15 68,2% 116 75,3% 3 100,0%

Cefepime 5) 83,3% 20 90,9% 135 87,7% 3 100,0%
Cefotetan 3 50,0% 17 77,3% 80 51,9% 1 33,3%
Aztreonam 6 100,0% 22 100,0% 153 99,4% 2 66,7%
Ertapenem 6 100,0% 22 100,0% 154 100,0% 3 100,0%
Imipenem 1 16,7% 20 90,9% 142 92,2% 3 100,0%
Meropenem 1 16,7% 20 90,9% 149 96,8% 3 100,0%
E. aerogenes (21), E.
Composicéo E. aerogenes (3), E. cloacae (5), E. coli
da E. cloacae (3), E. coli (1), cloacae (7), K. (3), K. oxytoca (2), K. K'. pneumonae @, PZ
~ - mirabilis (1), P. retteri
populagao K. pneumoniae (2) pneumonae (8), S. pneumonae (117), P. 1)
(n) marcescens (4) mirabilis (3), S.
marcescens (3)

5.8- Caracterizacao genética e fenotipica das cepas  de ERC positivas para blaypm
inicialmente detectadas em Brasilia.

As primeiras cepas de ERC portando blaypy comecaram a ser detectadas em
Brasilia a partir de julho de 2013. O primeiro relato ocorreu na espécie P. rettgeri
recuperada de uma Ulcera necrética no pé de um paciente diabético do sexo
masculino com, 75 anos de idade. O paciente ndo apresentava histéria recente de
viagem para o exterior, com o Ultimo relato datado de seis anos anteriores ao
isolamento do microrganismo. O paciente foi atendido em pelo menos dois hospitais
em Brasilia, primeiramente no hospital J-Ceilandia e posteriormente no hospital Q-

Plano piloto, onde foi submetido a amputacédo dos dedos do pé.

A cepa de P. rettigeri isolada foi positiva para a deteccédo de blaypy gerando
um amplicon de tamanho esperado (512 pb). Para confirmar a identidade genética do
amplicon e consequentemente do alelo NDM detectado, o amplicon foi submetido a

sequenciamento genético revelando identidade de 100% ao longo dos 435 pares de
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base sequenciados com as sequéncias de alelos blaypuw.: depositados em banco de
dados (Numero de acesso no GenBank: KC539432.1 - K. pneumoniae; AB769140.1 -
E. coli; KC539431.1 - E. aerogenes). Embora resistente a ertapenem e positiva para
blanom.1, @ cepa de P. rettigeri apresentou resultados negativos nos ensaios de THM. A
expressao de metallo-B-lactamase foi confirmada por meio do "teste do EDTA”, que
demonstrou um aumento do halo de inibicdo produzido pelos antibiéticos meropenem
e imipenem quando na presenca de EDTA (figura 17). Além da pesquisa do gene
blanpy, Outros quatro genes para carbapenemase foram pesquisados: blakpc, blayi,
blaye € blaoxass. A cepa de P. rettgeri apresentou resultados negativos para a
presenca destes genes. Com relacdo ao perfil de susceptibilidade, a cepa de P.
rettgeri apresentou um perfil de resisténcia muito amplo, demonstrando resisténcia in

vitro a todos os antimicrobianos testados, com excec¢do de gentamicina.

Figura 17. Deteccdo da producdo de metalo-B-lactamase em cepa de P.
rettigeri. A esquerda e acima visualiza-se um disco de meropenem (seta
vazia) sem EDTA produzindo um halo de inibicdo com 11lmm. Em
contrapartida, a direita e acima visualiza-se um disco de ertapenem
impregnado com EDTA (inibidor de metalo-B-lactamases) produzindo um halo
de inibicdo aumentado com 27mm. Uma diferenga = 5mm entre os didmetros
dos halos de inibicdo confirma a expressdo de carbapenemases do tipo
metalo-B-lactamase. Seguindo a mesma disposi¢cdo vemos o ensaio realizado
com imipenem (seta preenchida) apresentando o mesmo padrédo de resposta.
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Os plasmidios sédo importantes meios de transferéncia genética em bactérias
e tem colaborado com a disperséo global dos genes produtores de carbapenemase
incluindo blaypy. O perfil plasmidial da cepa de P. rettigeri demonstrou a presenca de
duas bandas de DNA, que sugerem plasmideos: uma banda apresentando baixa
massa molecular, situada entre 2 a 2,5 Kb, e outra banda com massa molecular
superior a 50 Kb (figura 18). Reacbes de PCR realizadas com DNA purificado das
bandas plasmidiais levaram a conclusdo de que o gene blaypw: €ra carreado pelo

plasmidio de alta massa molecular (Figura 18B).

Figura 18. Perfil plasmidial da cepa de P. rettigeri positiva para blanpw1. (A), Perfil plasmidial
demonstrando duas bandas de DNA plasmidial distintas em P. rettgeri. A seta so¢lida e a vazada apontam,
respectivamente, uma banda de DNA plasmidial de alta massa molecular (> 50 Kb) e uma banda de baixa
massa molecular. Amostras: linhas 1 e 2, DNA total de P. rettgeri portadora do gene blanpwm.; linha 3 e 4
DNA total de E. coli DH5-a; linha 5, marcador de massa molecular. Simbolos: Asterisco indica o dominio
cromossomal (~50 Kb) de E. coli DH5-a. (B), Detec¢édo do gene blanom por PCR. Amostras: linha 1, DNA
total do controle positivo (E. cloacae CCBH 10982); linha 2 DNA total de P. rettgeri portadora do gene
blanowm; linha 3, DNA total do controle negativo (K. pneumoniae I0C4955); linha 4, DNA purificado do
plasmidio de maior massa molecular purificado; e linha 5, DNA purificado do plasmidio de menor massa
molecular purificado. Simbolos: Seta preenchida demonstrando o resultado positivo para o ensaio de PCR
para o gene blanpm realizado com o DNA do plasmidio de maior massa molecular purificado.
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Posteriormente ao isolamento da cepa de P. rettigeri positiva para blaypw,
outras espécies de enterobactérias portando o gene blaypy foram isoladas em outros
dois hospitais em Brasilia totalizando 3 cepas. O hospital D-Cruzeiro contribui com 1
cepa de K. pneumoniae e 1 de P. mirabilis, enquanto que o terceiro isolado, uma cepa

de K. pneumoniae, foi detectado no Hospital G-Taguatinga.

O isolamento inicial de uma cepa portando NDM no Distrito Federal se deu
simultaneamente ao primeiro relato cientifico sobre a deteccdo de NDM no Brasil
(estado do Rio Grande do Sul) publicado por Carvalho-Assef e colaboradores
(CARVALHO-ASSEF et al., 2013). E interessante notar que estes dois achados
apresentam-se semelhantes em vérios aspectos. O isolado NDM de Assef também foi
uma cepa de P. rettigeri e, seguindo as semelhancas com o primeiro caso de Brasilia,
a cepa também foi isolada causando infeccdo de uma Ulcera necrética de membro
inferior que afligia um paciente diabético. De forma semelhante ao caso relatado aqui,
no histdrico clinico exposto por Assef o paciente foi submetido & amputacdo do
membro afetado em virtude da infecgédo pela cepa de P. rettigeri (CARVALHO-ASSEF
et al., 2013). Em meio a tantas semelhancas entre os dois casos, a localizacdo do
gene blaypy se mostrou diferente. No relato de Assef, o gene blaypyv estava localizado
no cromossomo da cepa de P. rettigeri, enquanto que neste estudo mostramos que
blaxpw era carreado por plasmidios de alta massa molecular. Estudos tém
demonstrado que genes blaypy podem ser carreados por plasmidios de tamanhos
discrepantes e de diferentes grupos de incompatibilidade bem como, podem estar
presentes no cromossomo bacteriano (KUMARASAMY et al., 2010; POIREL,;
HOMBROUCK-ALET; et al., 2010; NORDMANN; POIREL; WALSH; et al., 2011;
DARLEY et al.,, 2012; VOULGARI et al.,, 2014). Destoando dos genes blaxpc, que
majoritariamente s&o carreados por plasmidios (QUEENAN; BUSH, 2007), genes

blanpw tem sido identificado tanto em cromossomos como em plasmidios, e por vezes
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encontra-se de forma redundante posicionado tato no cromossomo como em

plasmidios do mesmo isolado (DARLEY et al., 2012).

5.9- Perfil de RAPD das cepas de K. pneumoniae positivas para genes blaypu
isoladas em hospitais do Distrito Federal.

A espécie K. pneumoniae tem liderado a dispersdo mundial de genes blagpc
que ocorre em grande parte impulsionada pela expansdo de linhagens clonais
(KITCHEL et al., 2009; CUZON et al., 2010; NORDMANN; DORTET,; et al., 2012).
Diante da detec¢do de cepas produtoras de NDM em Brasilia, o perfil de RAPD de
cepas de K. pneumoniae positivas para blaypy foi determinado com o intuito de
verificar a existéncia de clones envolvidos na dispersdo de NDM entre os hospitais do
Distrito Federal. Para esta andlise, foram incluidas duas outras cepas de K.
pneumoniae positivas para blaypv isoladas em dois hospitais do Distrito Federal
(hospitais D-Cruzeiro e Z-Lago Sul) no inicio de 2014. Para averiguar o poder
discriminatério do ensaio de RAPD, 12 cepas positivas para blaxpc isoladas no hospital

D-Cruzeiro, entre os anos de 2011 e 2013, complementaram a andlise (tabela 14).



Tabela 14.

Cepas de K. pneumoniae positivas para bla usadas em ensaio de RAPD.

Cepa
1

2

10
11
12
13
14
15

16

Referéncia (amostra)
10C4599
ATCC700603
Isolado clinico (frag. tecido)
Isolado clinico (cateter venoso)
Isolado clinico (urina)
Isolado clinico (urina)
Isolado clinico (sec. traqueal)
Isolado clinico (cateter venoso)
Isolado clinico (sangue)
Isolado clinico (sangue)
Isolado clinico (sec. traqueal)
Isolado clinico (sec. traqueal)
Isolado clinico (urina)
Isolado clinico (urina)
Isolado clinico (secrecao)

Isolado clinico (urina)

Gene

KPC

SHV18

KPC

KPC

KPC

KPC

KPC

KPC

KPC

KPC

KPC

KPC

NDM

NDM

NDM

NDM

ano

2011

2011

2011

2012

2012

2012

2012

2013

2013

2013

2013

2014

2013

2014

Hospital

D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
D-Cruzeiro
G-Taguatinga

Z-Lago Sul

Com a técnica de RAPD é possivel analisar o vinculo genético entre os
isolados bacterianos, definindo as cepas como geneticamente indistinguiveis -
“clones”, ou como cepas geneticamente diferentes. A tipagem molecular também
possibilita vincular, geneticamente, diferentes isolados envolvidos em um mesmo
surto. Ao estabelecer a clonalidade dos isolados bacterianos, é possivel definir se a
dispersdo bacteriana se deu pela mesma fonte de contaminacdo (ambiental ou
humana); e em alguns casos, € possivel até mesmo identificar a fonte responsavel
pela disperséo; e distinguir cepas epidémicas de cepas endémicas (TENOVER et al.,
1997; SINGH et al., 2006). O RAPD tem sido utilizado em estudos epidemioldgicos por

apresentar bom desempenho e por ser um método rapido e de baixo custo (SINGH et

al., 2006; PATERSON, 2006).
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Inicialmente, 0 ensaio detectou a existéncia de 11 padr6es de RAPD em meio
as 16 cepas analisadas, demonstrando que subgrupos de cepas apresentavam
padrbes indistinguiveis de RAPD. As cepas positivas para blaxpc demonstraram uma
maior variabilidade de padrées de RAPD (10 cepas analisadas e 8 padrbes distintos
detectados), ao passo que as cepas blaypw apresentaram uma uniformidade de padréo
de RAPD (4 cepas analisadas e 1 padréao detectado). Com reacao as cepas positivas
para blaypv, € importante ressaltar que, embora tenham sido recuperadas em trés
hospitais diferentes, elas demonstraram o mesmo padrdo de RAPD (Figura 19). Além
do mais, uma das cepas positivas para blagpec, isolada no hospital D-Cruzeiro em 2013,
apresentou um padrdo de RAPD muito semelhante aquele detectado nas cepas blaypm
de estrutura clonal, sendo a disting@o entre elas definida pela existéncia de uma Unica

banda adicional de RAPD na cepa blaxpc (Figura 19B; linhas 12 e 13).

A emergéncia de populagbes clonais ap6s a aquisicdo de elementos
genéticos moveis conferindo vantagens adaptativas ou multirresisténcia tem sido
reportada pela literatura cientifica (KITCHEL et al., 2009; CHMELNITSKY et al., 2013).
O complexo clonal 258 (composto por ST258, ST11l e ST437), embora ja fosse
reconhecido como populagdo endémica em muitas regides, teve sua expansao
epidémica e prevaléncia mundial consolidadas em virtude da aquisicdo do gene blakpc
(NORDMANN et al., 2009; KITCHEL et al., 2009). O sucesso desse complexo clonal
se deu em virtude de outras vantagens adaptativas além do fendtipo de resisténcia,
como a capacidade de adquirir e manter mecanismos de resisténcia, bem como a
presenca de diferentes proteinas envolvidas na motilidade, secrecdo, adesdo, e
replicacdo, recombinacdo e reparo do DNA (CHMELNITSKY et al.,, 2013). Esse
complexo também tem sido responsavel por disseminar o gene blaypy em alguns

paises (VOULGARI et al., 2014).
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Figura 19. Perfil de RAPD das cepas de K. pneumoniae isoladas principalmente do hospital D-Cruzeiro.
Amostras: linha 1, cepa controle (K. pneumoniae 10C4955 produtora de KPC); linha 2, K. pneumoniae
ATCC700603; linhas 3 a 5, cepas produtoras de KPC isoladas no hospital D-Cruzeiro em 2011; linhas 6 a
9, cepas de produtoras de KPC isoladas no hospital D-Cruzeiro em 2012; linhas 10 a 16 cepas isoladas
em 2013 (linhas 10 a 12, cepas de produtoras de KPC isoladas no hospital D-Cruzeiro; linhas 13 e 15,
cepas de produtoras de NDM isoladas no hospital D-Cruzeiro; linha 14, cepa produtora de NDM isolada

no hospital G-Taguatinga e linha 16, cepa produtora de NDM isolada no Hospital Z-Lago Sul).

6- Concluséo

A analise do perfil de susceptibilidade das cepas de ERC isoladas em Brasilia
revelou uma baixa frequéncia de resisténcia a amicacina, sobretudo na espécie K.
pneumoniae (4%). Para alguns antibiéticos notadamente em desuso para o controle
de enterobactérias também foi mostrado uma baixa frequéncia de cepas resistentes
em algumas espécies de ERC analisadas. A frequéncia de resisténcia a tetraciclina
em cepas de ERC da espécie E. aerogenes foi de apenas 2%. Em relacdo a
sulfonamida (sulfametaxazol/trimetroprima), a frequéncia de cepas resistentes na
espécie P. mirabilis foi de 8%. Embora a resisténcia a estes dois antibidticos seja
evento frequente entre as cepas de enterobactérias, mesmo considerando isolados de
ambientes comunitarios, este dado aponta para a importancia da analise criteriosa do
perfil de susceptibilidade mesmo entre cepas multirresistentes ao passo que

desmerece a adocao de tratamento empirico.

Nesse estudo a frequéncia de isolamento de cepas de K. pneumoniae

diminuiu significantemente entre os anos de 2011 e 2013. Em contrapartida, a
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frequéncia de isolamento de cepas de ERC intrinsecamente resistentes a polimixina
(P. mirabis, S. marcescens e P. rettgeri) vem mostrando um incremento consideravel
embora este aumento ainda ndo seja, ao rigor da analise estatistica, significativo (p =

0,0561).

A resisténcia a carbapenens em cepas isoladas no Distrito Federal esta
predominantemente associada a presenca do gene blakpc detectado em 77% da
cepas analisadas. Além deste gene, foi detectado blaypy €m quatro cepas (1,9%) e
blaje em um isolado (0,4%). Apesar destes resultados, em 15% (n = 28) das cepas
analisadas nao foi possivel detectar nenhum dos genes de carbapenemase testados.
Além do mais, seis destas cepas ainda apresentaram resultados negativos para a
producdo in vitro de carbapenemase, com cinco delas mostrando resisténcia apenas

ao ertapenem.

Neste estudo, além da cepa de P. rettigeri, outras cepas positivas para blaypu
(n = 3), envolvendo espécies diferentes, foram isoladas em 3 hospitais do Distrito
Federal no ano de 2013. Com relacdo a espécie K. pneumoniae, os resultados
mostraram que as cepas positivas para blaypy isoladas em trés hospitais diferentes
apresentavam uma padrdo clonal indicando a dispersdo intra e inter-hospitalar e a
prevaléncia de uma unica linhagem clonal de K. pneumoniae produtora de NDM nos

hospitais de Brasilia.

A deteccao do primeiro caso de infec¢cdo humana associada a cepa produtora
de NDM no DF foi rapidamente seguida pela identificacdo de casos secundarios
envolvendo diferentes espécies como também pela detec¢cdo de uma populacao clonal
de K. pneumoniae portando blaypy. Estes achados ratificam a importancia da adocéo
de acdes e medidas de controle que visem o rastreamento destas cepas e impecam a
transferéncia inter-hospitalar e o estabelecimento destas cepas em novas unidades de

assisténcia a saude do Distrito Federal.
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7- Perspectivas

Com esta pesquisa foi possivel implantar a rotina para deteccdo molecular de
carbapenemase no LACEN-DF. O que culminou na selecdo dessa instituicio como
laboratério de referéncia para resisténcia bactéria, para regido centro-oeste, na Sub-
Rede Analitica de Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude. Esta sub-rede é
coordenada pela ANVISA e foi normatizada pela portaria n°® 3.120, de 17 de dezembro

de 2013.

As cepas produtoras de NDM detectadas por esta pesquisa foram
imediatamente notificadas para Geréncia de Investigacdo e Prevencao a Infeccdo e
Eventos Adversos em Servicos de Saude - GEPEAS, subordinada Subsecretaria de
Vigilancia a Saude do DF, e também a Geréncia de Vigilancia e Monitoramento em

Servicos de Saude - GVIMS, ANVISA. Vérias ac6es foram desencadeadas tais como:
1 - O monitoramento do paciente envolvido no primeiro caso;

2 - Producdo da NOTA TECNICA N°01/2013, "Prevencdo e controle de
Enterobactérias produtoras de carbapenemase da classe metalo-

betalactamase do tipo “NDM” nos hospitais do Distrito Federal";
3 - Reunides junto as CCIHs dos hospitais privados e publicos do DF;

4 - Realizacdo de uma investigacdo laboratorial "Tipagem molecular das
cepas de Klebsiella pneumoniae portadoras dos genes blaypy isoladas nos

hospitais de Brasilia/DF.

Todas essas acgdes estdo colaborando na tentativa de impedir a disperséo de
cepas produtoras de NDM nos hospitais do DF assim como vivenciado com

emergéncia de cepas produtoras de KPC.

Diante do momento inicial na emergéncia de cepas produtoras de NDM no

Distrito Federal, temos a perspectiva de iniciar um estudo que vise analisar a estrutura
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plasmidial de cepas portando blaypy determinando o espectro de plasmidios
carreadores de blaypy em diferentes espécies de enterobactérias isoladas em
hospitais do Distrito Federal. Este estudo denominado agora de “Epidemiologia
Molecular Plasmidial” podera fornecer informacdes n&o apenas sobre cepas
endémicas ou epidémicas mas também sobre plasmidios NDM de dispersdo endémica

ou epidémica no Distrito Federal.
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