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Tipagem molecular, susceptibilidade antimicrobiana e pesquisa de mecanismos
de resisténcia em isolados hospitalares de Klebsiella pneumoniae

RESUMO

Infeccbes causadas por bactérias produtoras de pB-lactamases de espectro estendido (ESBL) €
um problema de saude publica hospitalar e epidemioldgico, principalmente devido ao fato de
seu tratamento ser relacionado a falhas terapéuticas e estar limitado aos carbapenens. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de sensibilidade as cefalosporinas de cepas
hospitalares de Klebsiella pneumoniae produtoras e ndo produtoras de ESBL isoladas
consecutivamente de um hospital terciario de Maringd, PR. A identificacdo e os testes de
sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados pelo sistema automatizado BD Phoenix.
Adicionalmente para as cefalosporinas e 0s carbapenémicos houve determinagdo da
concentracdo inibitéria minima pelo método de diluicdo em agar. A deteccdo de ESBL e
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) foi realizada pelos testes de disco duplo
aproximacao e teste de Hodge modificado respectivamente. O teste genotipico para pesquisa
de ESBL e KPC, assim como a tipagem molecular das amostras foi realizada pela reacdo em
cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction) — PCR e suas variacfes. De 92 cepas
testadas, todas foram sensiveis ao imipenem e meropenem e nenhuma apresentou gene de
resisténcia blakpc. Em relacdo a ESBL, 64% apresentaram um ou mais de um genes para
ESBL sendo o teste fenotipico positivo para 50% dos isolados. Das amostras positivas para
ESBL 13, 22 e 32% apresentaram sensibilidade & ceftriaxona, ceftazidima e cefepima
respectivamente, assim como, apenas 80% das amostras ndo produtoras de ESBL
apresentaram sensibilidade a essas drogas. A tipagem molecular detectou 21 clones distintos,
0 mais prevalente, incluiu 15 amostras, sendo 73% produtoras de ESBL e este clone foi
presente em 3 setores hospitalares. A presenca de cepas sensiveis as cefalosporinas contendo
genes para ESBL sugere que a deteccdo de ESBL e a determinacdo das CIMs para
cefalosporinas devem ser realizadas pelos laboratérios clinicos e que com base nestes dados
os clinicos possam decidir o melhor antimicrobiano a ser utilizado no tratamento de infeccdes
causadas por cepas produtoras de ESBL.

Palavras — chave: Klebsiella pneumoniae. B-lactamases de espectro estendido. Concentragéo

inibitéria minima. Tipagem molecular.



Molecular typing, antimicrobial susceptibility and research of mechanisms of
resistance in hospital isolates of Klebsiella pneumoniae

ABSTRACT

Infections caused by bacteria producing extended spectrum B-lactamases is a public health
hosptalar problem and epidemiological, mainly due the fact that its treatment was related to
therapeutic failures and be limited to carbapenens. The aim of this study was to evaluate the
sensitivity to cephalosporins of Klebsiella pneumoniae hospitalar strains, producing or not
ESBL, isolated consecutively from a tertiary hospital in Maringa, PR. The identification and
antimicrobial susceptibility tests were performed by the BD Phoenix automated system.
Additionally for cephalosporins and carbapenens the determination of minimum inhibitory
concentration were determination by agar dilution method. The phenotypic detection of ESBL
and KPC was performed by double disk approximation and modified Hodge test respectively.
The genotypic detetion for ESBL and carbapenemase, like Klebsiella pneumonia
carbapenemase (KPC), as well as molecular typing of the samples was performed by
Polymerase Chain Reaction — PCR and its variations. Of 92 strains tested, all were susceptible
to imipenem and meropenem and none showed resistance gene blakpc. In relation to ESBL,
64% had one or more of the genes and for phenotypic test, 50 % of the islates was positive.
Of the positive samples for ESBL, 13, 22 and 32% were susceptibility to ceftriaxone,
ceftazidime and cefepime respectively, and only 80% of samples not producing ESBL were
susceptibility to these drugs. Molecular typing detected 21 different clones, clone J was the
most prevalente with 15 samples, 73% positive to ESBL and the clone was present in three
hospital sectors. The presence os strains containing ESBL genes and susceptibility to
cephalosporins suggests that the ESBL detection and MICs determination should be
performed by clinical laboratories and from these data, clinicians decide the best antibiotic to
be used in the treatment of infections caused by ESBL producing strains

Keywords: Klebsiella pneumonia. Extended spectrum p-lactamase. Minimum inhibitory

concentration. Molecular typing.
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CAPITULO |
TAXONOMIA DO GENERO Klebsiella E SUA IMPORTANCIA COMO PATOGENO

O género Klebsiella é constituido de bacilos Gram-negativos, anaerobios
facultativos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Em &gar MacConkey, apresenta
colbnias grandes, com pigmento vermelho (caracteristico da fermentacdo da lactose) e na
grande maioria das vezes, coldnias com aspecto mucdide, devido a presenca de espessa
camada de polissacarideo ¢2.

Trés espécies estdo associadas as doengas humanas: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca e Klebsiella granulomatis, sendo Klebsiella pneumoniae a espécie mais comum,
responsavel por infecces hospitalares e comunitarias, como por exemplo, infec¢bes urinarias,

septicemia, meningite e pneumonia “*.

K. pneumoniae € normalmente encontrada
colonizando a nasofaringe (1 a 6%) e o trato intestinal (5 a 38%) de humanos, tendo sua taxa
de colonizacdo aumentada quanto maior o tempo de internacdo e uso de antibioticos. Devido
a sua sobrevivéncia nas maos e superficies, adaptam-se com facilidade aos ambientes
hospitalares, sendo transmitidos de paciente a paciente pelas méaos dos profissionais da salde
que podem atuar como carreadores transitorios ou persistentes deste microrganismo .

No ambiente hospitalar, K. pneumoniae esta relacionada a casos de infeccOes
respiratdrias ®, abscessos hepaticos ©, infeccBes sanguineas, além de infeccGes em neonatos
internados em unidades de terapia intensiva (. Entre as infeccBes de corrente sanguinea
causada por bactérias Gram negativas, K. pneumoniae é a segunda enterobactéria mais isolada
®)  Estudo realizado pelo programa MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test
Information Collection) analisou a susceptibilidade antimicrobiana em bactérias Gram
negativas isoladas em hospitais brasileiros no ano de 2003 e K. pneumoniae foi o terceiro
microrganismo mais isolado, ficando atrds de Pseudomonas aeruginosa e E.coli, com uma
prevaléncia de 16,9% e o principal sitio de isolamento foi urina (18,6%) seguido de sangue
(17,2%) ©. Em outro estudo de vigilancia epidemioldgica realizado pelo programa SENTRY
(Antimicrobial Surveillance Program) durante os anos de 1997 a 2001 utilizando-se dados
brasileiros e latino americanos, K. pneumoniae foi o quinto microrganismo mais isolado,
ficando atras apenas da E. coli entre as enterobactérias. O principal sitio de isolamento foi 0

sangue, seguido de infecgdes do trato respiratdrio baixo de pacientes hospitalizados (10),
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RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIMICROBIANOS

Uma grande variedade de patogenos, que, ha algum tempo, eram normalmente
bastante sensiveis, tem adquirido resisténcia a um namero cada vez maior de antimicrobianos.
Além disso, microrganismos intrinsecamente mais resistentes e até ha pouco tempo
extremamente raros no ambiente hospitalar, tém se tornado cada vez mais frequentes. Este
fato acarreta uma série de problemas que atingem ndo somente o paciente como também o
hospital e a industria farmacéutica V.

O aumento da resisténcia ocorre devido a mutagOes progressivas em genes que
codificam cromossomos e também devido a aquisicdo de integrons e plasmideos, que sdo
elementos méveis, capazes de transferir a informagéo genética entre microrganismos ©*2.

Infecgdes por microrganismos multirresistentes como P. aeruginosa, Acinetobacter
baumanni e K. pneumoniae tém se tornado um problema mundial cada vez mais emergente
(13-14)

O aumento da resisténcia representa uma grave situacdo clinica, limitando o
tratamento antimicrobiano pelo clinico, resultando em implica¢6es na salde publica, ja que o
médico fica com praticamente nenhuma escolha racional de antimicrobiano ™). Devido esse
fato, antimicrobianos que deixaram de ser utilizados, voltaram ao uso, como a polimixina
19 Além disso a resisténcia bacteriana tem sido associada a maior morbi-mortalidade e
maiores custos hospitalares, uma vez que a dificuldade no controle da infeccdo prolonga a
internacdo hospitalar e implica na necessidade de um maior nimero de exames subsidiarios e

medicamentos coadjuvantes
RESISTENCIA AOS B-LACTAMICOS: B-LACTAMASES EM K. pneumoniae

Antimicrobianos B-lactamicos como penicilinas, cefalosporina e carbapenens sdo 0s
principais agentes utilizados no tratamento para bactérias Gram negativas e a hidrolise desses
antimicrobianos por B-lactamases € o mecanismo mais comum de resisténcia a K. pneumoniae
(16—17)'

Estudo realizado pelo programa de vigilancia SENTRY durante o periodo de 1997 a
2001, do total de 292 amostras, 143 foram identificadas como K. pneumoniae, destas,
aproximadamente 40% apresentaram resisténcia a ceftriaxona e ceftazidima dentre as quais
em torno de 40% indicavam a possibilidade de serem produtoras de B-lactamases de espectro

estendido - ESBL ™. J4, um trabalho realizado pelo programa de vigilancia MYSTIC Brasil,
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durante o ano de 2003, aproximadamente 52% dos isolados de K. pneumoniae eram
resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo e todas susceptiveis aos carbapenens. A
susceptibilidade & piperacilina-tazobactam encontrada foi de 87% ©.

A classifica¢do das pB-lactamases é baseada nas caracteristicas funcionais das enzimas,
(1719 ou em sua estrutura primaria, divididas em 4 grupos moleculares (A a D) 71929,

Nas classes A, C e D de Ambler, estdo enzimas que possuem serina em seu sitio ativo.
Na classe B de Ambler estdo inseridas as metalo enzimas, as quais necessitam de um ou dois
fons zinco para sua atividade “®. As metalo enzimas, sdo capazes de degradar todos os P-
lactamicos, incluindo os carbapenens e ndo séo inibidas pelo acido clavulanico e sim por
quelantes de metais como o EDTA 17 Devido sua capacidade de degradacdo de
carbapenens, sdo consideradas carbapenemases 9.

As ampicilinases do tipo AmpC estdo inseridas na classe C de Ambler, grupo 1 de
Bush, Jacoby e Medeiros. Sdo enzimas codificadas por genes cromossomais e induziveis por
B-lactdmicos. Este gene estd ausente nas espécies de Klebsiella spp, porém ampicilinases
mediadas por plasmideos podem conferir resisténcia antimicrobiana as espécies ausentes
desse gene 7.

Oxacilinases (OXA), enzimas capazes de hidrolisar oxacilina, sdo enzimas
pertencentes a classe D de Ambler e ao grupo 2d de Bush, Jacoby e Medeiros. Podem ser
consideradas [-lactamases de espectro estendido, quando degradam p-lactdmicos, com
excecdo aos carbapenens ou carbapenemases, quando sdo capazes de hidrolisar os
carbapenens. S8o principalmente encontradas em genes cromossomais de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii, porém OXA mediada por plasmideos j& foi
encontrada em enterobactérias .

A classe A de Ambler esté inserida no grupo 2 de Bush, Jacoby e Medeiros -1995 ®® e
sd0 enzimas que possuem serina em seu sitio ativo e hidrélise preferencial por penicilinas.
(172D Nesse grupo sdo inseridas as B-lactamases de espectro estendido (ESBL), pertencentes
as subgrupo 2be de Bush, Jacoby e Medeiros, as carbapenemases, responsavel pela hidrolise
dos carbapenens e outras B-lactamases de amplo espectro, porém ausentes de fenotipo de
ESBL (17,19,21).

Encontrada em uma amostra de E. coli de hemocultura na Grécia, TEM-1 foi a
primeira B-lactamase descrita em bactérias Gram negativas. Seu nome é devido ao nome da
paciente em que a amostra foi isolada, Temoniera. Plasmideos e transposons facilitaram sua
dispersdo para outras espécies de bactérias no mundo todo @Y. Substituicdes de aminoacidos

na enzima TEM-1 deram origem a enzima TEM-2 e entdo a TEM-3, primeiro fenétipo de
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ESBL descrito “*?). E sdo as substituicdes nos aminoécidos 104, 164, 238 e 240 que
conferem a enzima TEM o fenétipo de ESBL. Os substratos preferenciais da maioria das
ESBL do tipo TEM sdo ceftazidima e aztreonam, porém uma substituicdo na posicdo 238 de
seu cromossomo, confere boa resisténcia também a cefotaxima 719,

A enzima SHV-1 (Sulfidrila Variavel) foi a primeira enzima do tipo SHV detectada, e
é comumente encontrada em K. pneumoniae, sendo responsavel por 20% da resisténcia a
ampicilina mediada por plasmideo. A maioria das variantes de SHV possuem um fenotipo de
ESBL caracterizado por uma substituicdo de glicina por serina na posicdo 238 de seu
cromossomo Y. Esta posicdo também é responsavel pela hidrélise de cefalosporinas. A
presenca de serina nesta posicdo determina hidrolise por ceftazidima e a presenca de lisina é

q (1921)

responsavel pela hidrolise da cefotaxim . Assim como a TEM, é principalmente

encontrada em espécies de Klebsiella spp., Escherichia , Salmonella sp. e em alguns casos em
Pseudomonas sp. 71922)

Até o final da década de 1990, as enzimas TEM e SHV eram as mais comumente
encontradas em infec¢bes causadas por bactérias Gram negativas. Em 1989, foi relatado um
novo membro da classe das ESBL denominado CTX-M — cefotaximases e partir do ano 2000,
estas se tornaram as ESBL mais comumente detectadas e na maioria das vezes, relacionada a
infeccdes comunitarias ®®. Estas enzimas possuem maior atividade contra cefotaxima em
relacéo & ceftazidima @ e diferente da TEM e SHV, as enzimas CTX-M, possuem melhor
inibicdo pelo tazobactam, em relagdo ao 4cido clavulanico ‘. S#o divididas em cinco
grupos, CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9 e CTX-M25 &4,

Outras ESBL ja foram detectadas, porém sdo incomuns e limitadas a algumas regides,
como a PER-1, isolada na Turquia, Franga e Italia; VEB-1 e VEB-2, isoladas em amostras do
sudeste da Asia; GES-1, GES-2 e IBC-2, isoladas na Africa do Sul e outras como BEL-1,
BES-1, SFO-1, TLA-1 e TLA-2 @719,

Devido a resisténcia que as enzimas B-lactamases conferem a uma grande variedade de
agentes B-lactamicos, incluindo penicilinas de espectro estendido, cefalosporinas de terceira
geragdo e monobactamicos %) o tratamento de infeccOes causadas por cepas produtoras de
ESBL limita-se aos carbapenémicos, como o imipenem, ertapenem e meropenem, tornando o
tratamento desses organismos um desafio terapéutico %",

Os carbapenémicos possuem alta estabilidade a hidrolise por ESBL, e se distribuem
em alta concentracdo em todos os tecidos do corpo ndo sofrendo o efeito indculo, por isso sdo
considerados drogas de escolha para o tratamento de infeccGes causadas por bactérias

produtoras de ESBL ?”. As desvantagens de seu uso incluem alto custo, necessidade de via
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parenteral para administracdo e largo espectro de atividade, podendo causar infeccGes
secundarias em pacientes imunodeprimidos ¢",

Além da presenca de ESBL, o fenotipo de resisténcia em isolados de K. pneumoniae,
pode ocorrer pela diminuicdo da concentracdo de antimicrobiano no microrganismo , pela
alteracdo de alvos ou devido a hiper producéo de bombas de efluxo, associada ou ndo a perda
de porinas “®%). A perda dos canais de porina e a ndo regulagdo das bombas de efluxo,

facilitam a hidrodlise do fArmaco pelas enzimas B-lactamases (30),

Métodos para identificacdo de ESBL

Muitos métodos fenotipicos tém sido desenvolvidos com a finalidade de detectar ou
confirmar a producdo de ESBL em enterobactérias. A grande maioria dos guias e diretrizes
recomenda que seja feito um screening inicial baseado na reducdo da sensibilidade as
cefalosporinas de terceira geracdo ou monobactamicos e entdo utilizar um teste confirmatério
para detecgdo de ESBL %2731,

Dois comités sdo responsaveis pela elaboracdo dos principais documentos de
padronizacdo utilizados por laboratorios clinicos, comité americano: “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI) e europeu, o “European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing” (EUCAST). Algumas diferencas sdo encontradas entre os dois
comités, como a representatividade, valores de documentos, metodologias de trabalho, entre
outras, entretanto ambos estabelecem roteiros e pontos de corte anuais em seus suplementos
para nortear a interpretacdo e a realizacao dos testes de sensibilidade.

Desde 0 ano de 2005 até o ano de 2009, o CLSI preconizava a realizacao de deteccédo
de ESBL sempre que amostras de enterobactérias possuissem screening inicial positivos, ou
seja, amostras com reducdo da sensibilidade as cefalosporinas de amplo espectro ou aos
monobactamicos. Este teste era baseado na inibicdo enzimatica, da enzima ESBL, pela adi¢cdo
do acido clavulanico. Ainda, até 2009 era recomendado pelo CLSI que se um isolado fosse
confirmado como produtor de ESBL, a categoria de sensibilidade para as penicilinas,
cefalosporinas, e aztreonam, deveria ser mudada para resistente, independentemente do
resultado da concentragdo inibitoria minima ou halo de inibicdo obtido no teste. Ja, no ano de
2010 o CLSI reduziu os valores dos pontos de corte das CIM de cefalosporinas de terceira
geracdo e ainda de carbapémicos para enterobactérias em relacdo a determinacdo de
sensibilidade para estas drogas ©®#3%. Esses valores estéo relatados na tabela 1. Utilizando-se
0S novos critérios interpretativos do CLSI, com reducdo das CIMs para cefalosporinas de

amplo espectro como cefotaxima, ceftriaxona e ceftazidima, o Comité do CLSI considera
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desnecessério a realizacdo de testes fenotipicos para deteccdo de ESBL para edigdo laudos,

entretanto o considera ainda importante em termos epidemiolégicos ©*.

Tabela 1. Comparagdo das CIMs entre os documentos do CLSI 2009 e 2010-2011

CLSI 2009 CLSI 2010-2011
Sensivel  Intermediario  Resistente Sensivel  Intermediario  Resistente
Cefotaxima
e <8ug/mL 16-32pg/mL >64ug/mL | < lpg/mL 2ug/mL > 4ug/mL
Ceftriaxona
Ceftazidima <8ug/mL 16 ug/mL  >32ug/mL | <4pg/mL 8ug/mL > 16pg/mL
Cefepima < 8pg/mL 16 pg/mL >32pg/mL | <8ug/mL 16 pg/mL >32pg/mL
Imipenem  <4ug/mL 8 pg/mL >16pg/mL | <lug/mL 2pg/mL > 4ug/mL
Meropenem <4pg/mL 8 pg/mL >16pg/mL | <lug/mL 2pg/mL > 4pg/mL

Apesar da mudanca dos pontos de corte para as cefalosporinas de terceira geracéo, em
relacdo a de quarta geracdo, como o cefepime, tal mudanca néo foi realizada (34).

Do ponto de vista clinico, a determinacdo da sensibilidade da bactéria as drogas pela
determinacdo da CIM é mais importante do que a realizacdo de testes adicionais para deteccao
de ESBL, os quais aumentam o custo e 0 tempo para liberagdo dos resultados, porém a
realizacdo desses testes tem importancia epidemioldgica externa e interna ao hospital,
possibilitando uma terapia empirica mais correta e também no controle de infeccdes
hospitalares ©©.

Em relacdo ao EUCAST, os pontos de corte para cefalosporinas ja eram menores
guando comparados ao CLSI sendo até mesmo para cefepime mais baixo do que existe
atualmente no CLSI, entretanto o comité europeu sempre recomendou o0 uso da realizacdo de
teste para ESBL e tambeém a edicdo de laudos. A tabela 2 mostra as diferencas entre os

breakpoints do CLSI e do EUCAST.
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Tabela 2. Distribuicdo dos breakpoints dos anos 2009, 2010 e 2011 referentes aos
documentos do CLSI e EUCAST

CIM - pg/mL
2009 2010 2011
Sensivel Resistente | Sensivel Resistente | Sensivel Resistente
Cefotaxima e
. <8 >64 <1 >4 <1 >4
Ceftriaxona
CLSI o
Ceftazidima <8 >32 <4 >16 <4 >16
Cefepima <8 >32 <8 >32 <8 >32
Cefotaxima e
<1 >2 <1 >2 <1 >2
Ceftriaxona
EUCAST o
Ceftazidima <2 >8 <1 >8 <1 >4
Cefepima ND ND <1 >8 <1 >4

ND — N&o determinado

Testes fenotipicos:
Um dos primeiros testes descritos foi o disco-duplo aproximacdo, utilizando

@) O teste se baseia na

cefalosporinas de terceira geracdo e aztreonam como substratos
utilizacdo do método de disco difusdo em agar, com a utilizacdo de discos de antimicrobianos
do tipo aztreonam, ceftazidima, cefotaxima, cefopodoxima e um disco central de amoxacilina
adicionado de é&cido clavulanico. A presenca de uma zona de inibicdo de crescimento
bacteriano aumentada proximo ao disco contendo &cido clavulanico (zona fantasma) é
considerada como cepa produtora de ESBL %37 %) Além deste, outros testes fenotipicos
também podem ser utilizados para detectar cepas produtoras de ESBL como o E-test — ESBL,
teste quantitativo que utiliza uma fita de E-test denominada ESBL —Etest contendo em um dos
lados ceftazidima, ou cefotaxima ou ainda cefepima e do outro lado a cefalosporina
correspondente adicionada de &cido clavulanico. O teste é considerado positivo quando ocorre
uma diminuicdo de mais de trés diluicbes no halo da ponta contendo apenas antimicrobiano
em relacdo ao antimicrobiano adicionado de clavulanato. Pode também ser considerado
positivo quando ocorre o aparecimento de zona fantasma exatamente abaixo da menor
concentracdo do antimicrobiano adicionado de &cido clavulanico ©* 339,

O teste fenotipico recomendado pelo CLSI para deteccdo de ESBL é o teste de disco
combinado. Assim como o teste de disco-duplo aproximacéo e o E-test, também é baseado em
disco difusdo. Discos contendo ceftazidima, cefotaxima ou cefopodoxima e discos contendo

as mesmas drogas adicionadas de &cido clavulanico sdo colocados em placa contendo Muller
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Hinton &gar e incubadas a 35-37 °C por 16 a 18 horas. O teste é considerado positivo quando
ocorre aumento maior ou igual a cinco milimetros no halo do disco contendo &cido
clavulanico % 3135.38)

Métodos automatizados também podem ser utilizados para deteccdo de ESBL e estes
séo baseados na reducdo da sensibilidade as cefalosporinas de amplo espectro adicionadas ou
n&o de &cido clavulanico ®-39),

Os métodos fenotipicos possuem resultados de dificil interpretacdo quando testados
para microrganismos produtores de AmpC, como Enterobacter spp. Isso ocorre devido o fato

do 4cido clavulanico, que inibe a ESBL, ser mascarado pela presenca de AmpC ¢7+3V.

Testes genotipicos

Como método genotipico, o principal utilizado para deteccdo de ESBL é a
amplificagdo por Polymerase Chain Reaction -PCR, seguida de sequenciamento. A PCR pode
ser do tipo simples, quando se deseja detectar apenas um tipo da enzima, TEM ou CTX-M ou
SHV, ou PCR do tipo Multiplex, quando em uma mesma amplificacdo pode-se detectar a
presenca de dois ou mais tipos de ESBL. O sequenciamento é importante para discriminar
entre enzimas ndo ESBL, como por exemplo, TEM-1, TEM-2 e SHV-1 e também identificar

novas variantes 27,
Klebsiella pneumoniae CARBAPENEMASE - KPC

A producdo de carbapenemases, principalmente do tipo KPC, é um importante
problema clinico e também para a salde publica, j& que enzimas do tipo KPC sdo capazes de
hidrolisar até a ultima geracdo de B-lactdmicos, os carbapenémicos, restando poucas ou
nenhuma opcdo terapéutica ®**?. O grupo KPC tem um alto potencial de disseminacio
devido a sua localizagdo em plasmidio e é mais frequentemente encontrado em K.
pneumoniae. Esta disseminacgéo dificulta o controle de epidemias, e preocupa os profissionais
da area de saude, pois o tratamento destas infec¢des é extremamente dificil, elevando as taxas
de mortalidade “?.

As enzimas KPC séo capazes de hidrolisar eficientemente penicilinas cefalosporinas,
aztreonam, e carbapenens, e sdo inibidas pelo &cido clavulanico e tazobactam 2.
Primeiramente isolada na cidade de Carolina do Norte, EUA “® foi rapidamente disseminada
e alteracdo em apenas um de seus aminoacidos fez com que surgisse a KPC-2. Um novo

sequenciamento detectou que as duas enzimas eram idénticas e entdo a KPC-1 perdeu sua
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(40, 43-44)

designagéo Hoje ja sdo 11 as KPC descobertas, KPC-2 a KPC-12

(www.lahey.org/studies - acessado dia 09-11-2011) sendo estas diferente das demais, por
aproximadamente duas variacdes de aminoacidos “% 42,

No Brasil a primeira deteccdo de KPC ocorreu em 2006 no estado de Pernambuco,
cujos pacientes hospitalizados estavam contaminados por cepas de K. pneumoniae produtoras
de KPC-2 “9). Depois foram detectadas cepas produtoras de KPC-2 nos estados do Rio de
Janeiro e Sdo Paulo “**"). KPC-2 também foi relatada em amostras de Enterobacter cloacae e

de E. coli isoladas no estado do Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro ©% 449,

Métodos para identificagdo de KPC

O teste para deteccdo de KPC preconizado pelo CLSI € o teste de Hodge modificado.
Uma cultura pura de E.coli (ATCC25922) na concentracdo de 10 Unidades Formadoras de
Coldnia por mililitros (UFC/mL) é semeada em &gar Miller Hinton e um disco de meropenem
ou ertapenem é colocado no centro da placa. Com os isolados suspeitos de producdo de KPC,
é feito uma listra, do disco & borda da placa. E considerado teste positivo quando ocorre
crescimento de E.coli préximo ao disco contendo antimicrobiano ou ao lado da listra 549,
Outro teste fenotipico que pode ser utilizado para deteccéo de cepas produtoras de KPC séo 0s
discos de carbapenens adicionados de &cido fenilbordnico. Os testes sdo considerados
positivos quando ocorre aumento igual ou superior a cinco milimetros no halo do disco com
adicdo de acido fenilbordnico 9.

Como método genotipico, a PCR é considerada a técnica mais utilizada para detectar

cepas produtoras de KPC.
TIPAGEM MOLECULAR

Hoje, a capacidade de realizar estudos epidemiologicos a fim de determinar as fontes
de contaminag&o bacteriana é de extrema importancia para sadde publica ©V.

A técnica de tipagem molecular, uma importante ferramenta epidemiol6gica para
reconhecer surtos de infeccdo, colabora com o centro de controle de infecc¢des a fim de tentar
controlar a disseminacdo de importantes patdgenos, detectar transmissdo cruzada entre
patogenos hospitalares, determinar a fonte da infeccdo, reconhecer cepas virulentas e em
alguns casos, monitorar programas de vacinagao ©*>%.

Os requisitos para se obter um bom método de tipagem molecular séo

reprodutibilidade, alto indice de discriminacdo e a capacidade de fornecer resultados para
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cada tipo de microrganismo ®**%. O método considerado como padrdo ouro e que atinge
esses requisitos € o PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). Um dos fatores que limita o
uso do PFGE pelos laboratorios clinicos é o tempo do procedimento, que pode ser entre dois e
trés dias além do custo das analises 252,

Estudo realizado por Silbert e colaborados teve como objeto avaliar trés métodos de
tipagem molecular, o PFGE, a ribotipagem e o Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus (ERIC-PCR). Este Gltimo, descrito por Versalovic e colaboradores ©® consiste em
realizar amplificaces em elementos repetidos presentes no genoma bacteriano. Segundo
Silbert e colaboradores a técnica de ERIC-PCR possuiu semelhanga no poder discriminatorio
a técnica de PFGE para certo tipos de microrganismos, sendo ainda que o sistema ERIC
apresentou 100% de tipeabilidade ®¥. O ERIC também possui a vantagem de possuir uma
metodologia simples e mais rapida quando comparado ao PFGE ©%,

Resultados obtidos pelo ERIC ainda ndo estdo bem estabelecidos, alguns autores
consideram uma Unica banda como sindnimo de cepas diferentes e outros consideram cepas
da mesma linhagem quando existe um coeficiente de similaridade superior a 90% ©. Van
Belkum em sua revisdo a respeito de métodos de tipagem sugere que agrupamentos de
espécies sejam feitos com grupos de bactérias com diferencas de 50%, para agrupamentos
clonais, seja utilizada similaridade acima de 80% e agrupamentos de surtos similaridade de
90% ©°,

JUSTIFICATIVA

A infeccdo hospitalar representa um problema de saide publica mundial, exigindo dos
orgdos publicos medidas emergentes que possibilitem a ampliacdo e abrangéncia de acdes de
vigilancia e controle, visando a reducdo das taxas de morbidade e mortalidade.

Utilizando-se 0s novos critérios interpretativos do CLSI, com reducéo das CIMs para
cefalosporinas de amplo espectro torna-se desnecessario a realizacdo de testes fenotipicos
para deteccdo de ESBL para edicdo de laudos. Do ponto de vista clinico, a determinacdo da
sensibilidade da bactéria as drogas pela determinagdo da CIM é mais importante do que a
realizacdo de testes adicionais para deteccdo de ESBL, porém a realizacdo desses testes tem
importancia epidemiologica externa e interna ao hospital, possibilitando uma terapia empirica
mais correta e também no controle de infeccdes.

Assim como a infec¢do hospitalar, a presenca de enterobactérias produtoras de ESBL

também € um importante problema de saude publica e hospitalar, principalmente devido o
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fato de seu tratamento ser limitado ao uso de carbapenens, o que o torna caro e problematico,
pois nos dias de hoje j& temos resisténcia a esses antimicrobianos e presenca de cepas
produtoras de carbapenemases, principalmente do tipo KPC, o que limita ainda mais o
tratamento.

Esse trabalho tem como um dos objetivos verificar a presenca de cepas produtoras de
ESBL e relaciona-las ao seu perfil de sensibilidade a outras drogas, pois o fato da presenca de
cepas produtoras de ESBL sensiveis a algumas cefalosporinas e também a outras drogas, de
certa forma possibilitaria 0 uso de outros antimicrobianos e nao apenas 0s carbapenémicos,
reservando o uso destes para casos mais graves, evitando dessa maneira 0 aumento de sua

resisténcia.

OBJETIVOS

GERAL:

Caracterizar isolados clinicos de Klebsiella penumoniae quanto a sensibilidade aos f-

lactamicos, presenca fenotipica e genotipica de B-lactamases e caracterizagdo molecular.

ESPECIFICOS:

Isolar, identificar e estocar todas as amostras de origem clinica de K. pneumoniae,
isoladas no periodo de Setembro de 2009 a Dezembro de 2010 no hospital Santa Casa de
Maringa;

Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das cepas estocadas de K.
pneumoniae;

Determinar em todos os isolados a concentracdo inibitéria minima (CIM) para 0s
antimicrobianos ceftazidima, ceftriaxona, cefepime, imipenem e meropenem pela técnica de
diluico em &gar.

Pesquisar fenotipicamente em todos os isolados a presenca de ESBL e KPC,;

Detectar genotipicamente em todos os isolados, pela técnica de PCR Simples a
presenca de blakpc;

Detectar genotipicamente em todos os isolados, pela técnica de PCR Multiplex a
presenca das classes de ESBL blasny, blarem, blactx-m;

Caracterizar molecularmente pela técnica de ERIC-PCR todos os isolados de K.

pneumoniae utilizados neste estudo.
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CAPITULO I

Artigo: Distribuicdo da MIC de cefalosporinas em amostras de Klebsiella pneumoniae. A

deteccdo de ESBL é necessaria?



30

O Manuscrito abaixo foi elaborado segundo as normas da revista “International Journal

Antimicrobial Agents” em anexo

Titulo: Distribuicdo da MIC de cefalosporinas em amostras de Klebsiella pneumoniae. A

deteccdo de ESBL é necessaria?

Title: Cephalosporins MIC distribuition of Klebsiella pneumoniae species. ESBL detection

is required?

Authors names and affiliations: Thatiany Cevallos Menegucci®, Marina de Souza Bastos’,
Lourdes Botelho Garcia®, Celso Luiz Cardoso®, *Maria Cristina Bronharo Tognim*
! Departamento de Ciéncias Basicas da Sadde, Universidade Estadual de Maringa, Avenida

Colombo 5790. CEP 87020-900. Maring4, Parand, Brazil

Correspondent author: * Laboratdério de Microbiologia, Departamento de Ciéncias Bésicas
da Saudde, Universidade Estadual de Maringa, Avenida Colombo 5790. CEP 87020-900.
Maringa, Parana, Brazil. Phone: 55-44-3261-4952. Fax: 55-44-3261-4860. E-mail:

mcbtognim@uem.br.



mailto:mcbtognim@uem.br

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

31

Titulo: Distribuicdo da MIC de cefalosporinas em amostras de Klebsiella pneumoniae. A
deteccdo de ESBL é necessaria?

Resumo: O objetivo deste trabalho foi correlacionar a MIC para cefalosporinas e
carbapenémicos e a presenca de genes de ESBL e KPC em diferentes clones de K.
pneumoniae. A confirmacdo da sensibilidade aos carbapenémicos e cefalosporinas foi
realizada pelo método de diluicdo em agar. Os testes fenotipicos para pesquisa de ESBL e
KPC foram realizados pelos testes de disco aproximacéo e teste de Hodge modificado. O teste
genotipico para pesquisa de B-lactamases e a genotipagem foram realizados pela Polymerase
Chain Reaction — PCR. De 92 cepas testadas, todas foram sensiveis ao imipenem e
meropenem e nenhuma apresentou gene blakpc. O teste genotipico para presenca de ESBL foi
positivo para 59 amostras (64%). Das amostras positivas para genes de ESBL, 17 ndo
apresentaram a expressao do fenétipo. Os genes mais prevalentes encontrados foram blatgy €
bla ctx-m associados em 42% das amostras. O clone mais prevalente foi representado por 15
amostras, isoladas num periodo de trés meses, em trés setores hospitalares diferentes sendo
73% positivas para ESBL. Nosso estudo demonstra que levando em consideragdo 0s
parametros de farmacocinética-farmacodindmica dos p-lactamicos, as cefalosporinas
poderiam ser utilizadas na presenca de ESBL. No sentido de facilitar a liberacdo de laudos, ao
utilizar os novos pontos de corte do CLSI, torna-se desnecessario a deteccdo de ESBL,
entretanto os dados de disseminacdo de clones com ESBL positivas demonstram que esta
pesquisa € necessaria por razdes epidemioldgicas e para auxiliar no controle das infeccoes
causadas por estas cepas.

Palavras — chave: Klebsiella pneumoniae, ESBL, cefalosporinas.
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1 INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae €& um importante patdgeno hospitalar encontrado
principalmente em unidade de terapia intensiva (UTI). Sua capacidade de permanecer no
ambiente hospitalar e a multirresisténcia aos antimicrobianos apresentada por algumas
amostras tem gerado grande preocupagdo em relagdo ao controle de infecces hospitalares .

Extended spectrum [-lactamases (ESBL) sdo enzimas que possuem a capacidade de
hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro e sdo consideradas o principal mecanismo de
resisténcia em K. pneumoniae. A presenca de varios tipos de genes codificadores de ESBL
determinam diferentes graus de afinidade para os antibi6ticos p-lactamicos ®.

O tratamento de infec¢des causadas por bactérias produtoras de ESBL é baseado no
uso de carbapenémicos, entretanto, nos Gltimos anos amostras de K. pneumoniae produtoras
de carbapenemases (KPC) tem restringido o uso deste antimicrobiano e dificultado o
tratamento destas infeccoes ©.

O “Clinical and Laboratory Standards Institute” - CLSI até o ano de 2009
recomendava o teste de deteccdo fenotipica de ESBL para amostras clinicas de K.
pneumoniae e outras enterobactérias que apresentassem concentracdo inibitéria minima
(CIM) igual ou superior a 2 pg/mL para ceftriaxona ou cefotaxima ou ceftazidima ou
cefpodoxima ou aztreonam “®. Em 2010 foram publicados os documentos M100-S20 e
M100-S20-U os quais apresentavam reducdes nos pontos de corte para o grupo das
cefalosporinas e carbapenémicos na familia Enterobacteriacea. Adotando-se esses novos
critérios interpretativos, o tratamento de infec¢bes causadas por enterobactérias seria baseado
apenas no conhecimento da CIM para essas drogas, ndo havendo a necessidade da realizacao
de testes fenotipicos para deteccéo de ESBL e KPC ¢,

O presente estudo teve como objetivo correlacionar a concentragéo inibitoria minima

para cefalosporinas e carbapenémicos e a presenca de genes de ESBL e KPC em diferentes
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clones de K. pneumoniae isoladas no periodo de setembro de 2009 a dezembro de 2010 em
um hospital terciario da regido sul do Brasil e discutir a necessidade da deteccdo destas

enzimas nos laboratérios clinicos.

2 METODOS
2.1 Amostras bacterianas

Foram incluidos nesse estudo 92 isolados de K. pneumoniae provenientes de pacientes
atendidos em um hospital terciario da regido noroeste do Parana, Brasil, no periodo de
setembro de 2009 a dezembro de 2010.

Todas as amostras foram identificadas como K. pneumoniae no sistema automatizado
Phoenix-BD (Becton e Dickinson, Sparks, USA). Os isolados foram estocados a temperatura
de -20 °C até o momento de uso.

2.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade para os antimicrobianos amicacina, amoxacilina/acido
clavuléanico, ampicilina, cefazolina, cefoxitina, cefepima, ceftazidima, ceftriaxona,
ciprofloxacino, ertapenem, gentamicina, imipenem, levofloxacino, = meropenem,
nitrofurantoina, piperacilina/tazobactam, tetraciclina, tobramicina, e
trimetoprim/sulfametoxazol foi realizado pelo sistema automatizado Phoenix-BD.

A sensibilidade aos carbapenémicos (imipenem e meropenem), e as cefalosporinas de
amplo espectro (ceftazidima, ceftriaxona e cefepime) foi confirmada pela metodologia de
diluicdo em agar segundo normas estabelecidas pelo CLSI no documento M07-A8 @, e os
critérios interpretativos de sensibilidade segundo as normas estabelecidas no documento
M100-521 ©. Os sais de antimicrobianos utilizados para o teste de diluicdo em agar foram:

imipenem (Tienam® - Merck Sharp & Dome), meropenem (Meronem® — AztraZeneca),
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ceftazidima (Fortaz® - GlaxoSmithKline), ceftriaxona (Rocefin® - Roche) e cefepime
(Maxcef® - Bristol).
2.3 Deteccéao fenotipica e genotipica de beta-lactamases

A deteccdo fenotipica de ESBL foi realizada pela técnica de aproximacédo de discos
(19 "ytilizando discos de amoxacilina adicionado de acido clavulanico (20/10ug), aztreonam
(30ug), cefpodoxima (10ug), ceftazidima (30ug) e ceftriaxona (30ug). Para deteccédo
fenotipica de KPC foi utilizada a técnica de Hodge modificada, preconizado pelo CLSI,
documento M100-S21 ©.

A deteccdo genotipica de B-lactamases foi realizada pelo método de PCR. A partir de
uma cultura pura de K. pneumoniae, foi preparada uma suspensdo bacteriana densa em
microtubos contendo 200ul de agua ultrapura. Em seguida, 0s tubos foram incubados a
temperatura de 100°C por 15 minutos. Apds este periodo de lise bacteriana, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Uma aliquota de 1uL do
sobrenadante contendo DNA bacteriano foi adicionado aos diferentes ensaios de PCR. A
deteccdo dos genes de ESBL foi realizada pela técnica de PCR-Multiplex e os primers
utilizados foram previamente descritos por Monstein et al., 2007 ™. A concentracéo de cada
primer na mistura de PCR foi de 20 pico moles.Os parametros de ciclagem foram: 95 °C por
15 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94 °C por um minuto, anelamento a 60 °C por um
minuto e extensdo a 72 °C por dois minutos.

A deteccdo do gene blakpc foi realizada utilizando-se a metodologia e os primers
previamente descritos por Bradford et al., 20042

Os produtos da amplificacdo da PCR para ESBL e KPC foram analisados em gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etideo. Apos corrida por 40 minutos a voltagem
constante de 100 V, o gel foi visualizado e fotografado contra luz ultravioleta em

transiluminador (LOCCUS® L-PI1X HE).
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2.4 Tipagem molecular - ERIC-PCR

As amostras de K. pneumoniae foram tipadas pela técnica de Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus - ERIC-PCR segundo Silbert et al., 2004 ¥, Uma aliquota
de 1 pl do DNA bacteriano extraido conforme descrito anteriormente foi utilizada em cada
reacdo. A eletroforese foi realizada sob voltagem constante de 100V por duas horas de
corrida. A interpretacdo dos padrdes de bandas gerados pelo ERIC-PCR foi realizada
utilizando-se o software Bionumerics, versdo 6,5 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium). Para analise da similaridade dos isolados foi utilizado o coeficiente de Dice. Os
isolados foram considerados pertencentes ao mesmo clone quando o coeficiente de

similaridade foi igual a 0,80 ou maior ®¥.

3 RESULTADOS
3.1 Amostras bacterianas

Entre os isolados clinicos incluidos neste estudo, o maior numero foi obtido da urina
(38/92 — 42%), seguido de sangue (22/92 - 24%) e secrecédo traqueal (11/92 - 12%). Duas
amostras foram isoladas de secrecdo de ferida (2%), duas de ponta de cateter (2%), uma de
secrecao cirdrgica (1%) e uma de lavado bronquico (1%). Quinze amostras vindas de swab de
colonizacdo também foram incluidas (15/92 — 16%).

O setor hospitalar onde houve maior isolamento de K.pneumoniae foi a UTI adulto
(Setor 1 - 50/92 - 54%), seguida da ala referente a internamentos de pacientes atendidos pelo
Sistema Unico de Satde - SUS (Setor 2 - 16/92 - 17%). Os setores de atendimento onde se
encontram principalmente pacientes cirurgicos (Setor 3) e o setor de atendimento a pacientes
provenientes de planos de salde e particulares, de carater clinico e com cirurgias eletivas
(Setor 4), apresentaram menor freqiiéncia de K.pneumoniae com 11% e 4% de isolamento

respectivamente.
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3.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Os antimicrobianos mais efetivos foram imipenem e meropenem cuja sensibilidade
encontrada foi de 100%, seguido de amicacina (85%), cefoxitina (73%), tetraciclina (65%),
sulfametoxazol-trimetoprim (62%), levofloxacina e tobramicina (56%). O perfil de
sensibilidade de todos antimicrobianos testados, assim como a diferenca entre as taxas de
sensibilidade entre amostras produtoras e ndo produtoras de ESBL estdo descritos na Tabela
1.

Na tabela 2 sdo apresentadas as concentracdes inibitorias minimas (CIM) para
cefalosporinas de amplo espectro nas amostras produtoras e ndo produtoras de ESBL. Entre as
amostras produtoras, 0 CIMs, para ceftriaxona e ceftazidima foi superior a 32ug/mL e para
cefepima, foi igual a 16pg/mL. A CIMgo foi superior a 32ug/mL para todas as cefalosporinas
testadas. Nas amostras negativas para ESBL houve maior distancia entre os valores de CIMsg
e CIMgy sendo a CIMso menor que 0,25ug/mL para todas as cefalosporinas e a CIMgg superior
a 8ug/mL.

3.3 Deteccao fenotipica e genotipica de p-lactamases

Todas as amostras apresentaram teste de Hodge modificado negativo, sendo todas
negativas para presenca do gene blaxpc mesmo nédo apresentando sensibilidade ao ertapenem.

O teste fenotipico para presenca de ESBL foi positivo para 51% das amostras. Em
relacdo a pesquisa genotipica, nosso trabalho detectou a presenca de um ou mais genes em
64% das amostras (59/92).

No total de amostras positivas para a pesquisa de algum gene de ESBL, 17(29%) néo
apresentaram a expressao do fenotipo e sete amostras positivas para o gene blargy foram
negativas para o teste de disco aproximacdo e eram sensiveis as cefalosporinas (CIM para
ceftazidima e ceftriaxona <2ug/mL). Trés amostras mostraram resisténcia as cefalosporinas e

inibicdo pelo acido clavuléanico e ndo apresentaram genes de ESBL mesmo em trés pesquisas
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repetidas. Do total de amostras testadas, cinco ndo apresentaram testes fenotipico e genotipico
positivos, porém apresentaram resisténcia as cefalosporinas testadas.

O PCR Multiplex para ESBL detectou em 42% das amostras a associacdo de enzimas
TEM e CTX-M, em 5% associagdo de TEM com SHV e em uma amostra a associacao de
CTX-M e SHV. Todas as amostras que apresentaram mais de um gene de ESBL foram
resistentes tanto para ceftazidima como para cefotaxima e cefepime. A presenca do gene
blatgm isoladamente foi verificada em 39% das amostras (23/59), blactx.m em 7% (4/59) e
blasyy em 5% (3/59) (Figura 1). Dentre 30 amostras positivas para um unico gene, 50% eram
negativas fenotipicamente e nove sensiveis as cefalosporinas.

3.4 Tipagem molecular — ERIC-PCR

Foram verificados 21 clones distintos (A a U) entre as 92 amostras testadas. O clone J
foi o predominante (15/92), seguido do clone Q (12/92), clone C (9/92), clone R (8/92), clone
O (7/92), clones H e N (6/92), clone S (5/92) e clones E e T (4/92), conforme esquematizados
na Figura 1. O clone U e os clones F e P apresentaram respectivamente dois e trés
representantes cada, e os clones A, B, D, G, I, K, L e M apresentaram apenas um
representante cada.

O clone Q foi encontrado em cinco setores hospitalares diferentes, sendo sua presenca
verificada primeiramente em setembro de 2009, voltando a ser encontrado em maio, agosto e
outubro de 2010. Das doze amostras pertencentes a esse clone, nove possuiam genes para
ESBL.

O clone T foi caracterizado por amostras provenientes de secrecdo traqueal de
pacientes hospitalizados na UTI durante o més de dezembro de 2009, e todos carreavam dois

tipos de ESBL (TEM e CTX-M).
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O maior clone, denominado J, é representado por 73% de amostras produtoras de
ESBL isoladas num periodo de trés meses (setembro a novembro de 2009), encontradas tanto

na UTI como nos setores 2 e 4 (Figura 1).

4 DISCUSSAO

A presenca de ESBL em isolados clinicos de K.pneumoniae por duas décadas foi
utilizada como parametro para a recomendacao do uso de carbapenémicos e ainda para que 0
laboratdrio reportasse os laudos de resisténcia para todas as penicilinas e cefalosporinas
independente da sensibilidade detectada in vitro. Em 2010, com o uso de novos pontos de
corte estabelecidos pelo CLSI, isto se tornou desnecessario. No presente estudo, com a
utilizacdo dos novos pontos de corte, 71% das amostras de K. pneumoniae produtoras de
ESBL possuiam CIM elevados para a cefalosporinas inviabilizando seu uso, entretanto 17
amostras portadoras dos genes blargm , € blasyy foram sensiveis a estas drogas possibilitando
0 uso terapéutico das mesmas.

As amostras de K. pneumoniae isoladas consecutivamente e avaliadas neste estudo
foram provenientes principalmente de infeccdes urinérias (38/92 — 42%), seguido de
bacteremia (22/92 - 24%). Apesar de avaliado apenas um hospital a freqiiéncia de isolados
nos diferentes sitios foi semelhante ao estudo publicado pelo programa MYSTIC-Brasil
(Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection - Brazil) em 2003 .
Entretanto, em outro estudo epidemiologico realizado pelo programa SENTRY
(Antimicrobial Surveillance Program) na Ameérica Latina e Brasil, o sitio com maior nimero
de isolados foi 0 sangue, seguido do trato respiratorio baixo e a urina aparece em quarto lugar
com 10% de todas as infecdes ™©.

A sensibilidade antimicrobiana de patdgenos isolados em 2008 na Ameérica Latina

incluindo K. pneumoniae produtoras e ndo produtoras de ESBL avaliada pelo grupo SMART
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- “Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends” mostrou resultados semelhantes ao
obtidos no presente estudo em relagdo aos aminoglicosideos e quinolonas, entretanto, para
cefalosporinas, como cefoxitina, ceftazidima e ceftriaxona os resultados foram diferentes. Em
nosso estudo, 42% e 70% das amostras positivas e negativas para presenca de ESBL
respectivamente foram sensiveis a cefoxitina, enquanto que no estudo publicado pelo
SMART, a porcentagem encontrada foi de 61,4% e 87,2%, respectivamente. Para ceftazidima,
0 SMART detectou 14% e 96,8% de sensibilidade nas amostras positivas e negativas para
ESBL e nosso estudo pode detectar 22% e 85% de sensibilidade respectivamente. A
sensibilidade encontrada para ceftriaxona em nosso estudo foi de 13% e 82% entre as
amostras positivas e negativas para ESBL, ja& no estudo publicado pelo SMART a
sensibilidade encontrada foi de 3,5% e 95,7% 7.

Apesar das ESBLs terem sido descritas no inicio dos anos 80, somente no final da
década de 90 e inicio do ano 2000 elas passaram a representar um problema clinico
significativo. Relatos de falha terapéutica associados ao uso de cefalosporinas de amplo
espectro no tratamento das infec¢Bes causadas por enterobactérias produtoras dessas enzimas
foram publicados ®©.

Desta forma, em 2005, o CLSI emitiu instrucbes para a deteccdo de ESBL no
laboratério de microbiologia clinica, recomendando a execucdo do teste de deteccdo
fenotipica de ESBL para amostras clinicas de K. pneumoniae e outras enterobactérias que
apresentassem CIM >2 pg/mL para ceftriaxona, ou cefotaxima, ou ceftazidima, ou
cefpodoxima ou aztreonam . Assim, até o ano de 2009, amostras que tivessem entre
2ng/mL e 8ug/mL para cefalosporinas apesar de serem consideradas sensiveis deveriam ser
encaminhadas para o teste fenotipico de ESBL e caso este fosse positivo, 0s resultados dos
laudos deveriam ser editados, mudando a categoria de cefalosporinas e penicilinas de amplo

espectro para resistentes, sendo nestes casos os carbapenémicos a melhor opcéo terapéutica®.
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Entretanto em 2010, o CLSI em seus documentos M100-S20 e M100-S20-U, reduziu
0s pontos de corte para o grupo das cefalosporinas e carbapenémicos para isolados
pertencentes a familia Enterobacteriacea e retirou a recomendacédo do teste fenotipico para
deteccdo de ESBL e KPC sendo liberados os CIMs sem a edicéo de laudos ¢". Adotando-se
esses Novos critérios interpretativos, o tratamento de infec¢Ges causadas por enterobactérias,
produtoras ou ndo de ESBL, seria baseado apenas no conhecimento da CIM podendo assim,
serem utilizadas as cefalosporinas na terapia de isolados ESBL positivos caso as cepas fossem
sensiveis a estas drogas.

De acordo com a tabela 2, observamos isolados positivos para genes de ESBL
apresentando CIM inferior a 0,5ug/mL para cefalosporinas de ampla espectro e ao contrario,
amostras com CIM superior a 32ug/mL com auséncia de genes ESBL. Nestes casos
poderiamos realmente afirmar que a determinacdo da CIM, independentemente da presenca
de genes ESBL, seria suficiente ao tratamento concordando com o CLSI de 2010 e 2011 onde
descarta a necessidade de deteccdo de ESBL.

Outro fato que nos aponta positivamente levar em consideracdo a CIM independente
da presenca de ESBL para terapia é que, até mesmo os trabalhos que observaram falhas
terapéuticas e aumento significativo da mortalidade no uso de cefalosporinas para o
tratamento de pacientes com bacteremia por K. pneumoniae produtora de ESBL determinaram
que a falha terapéutica ocorreu quando a CIM para as cefalosporinas era maior ou igual a
8ug/ml. Para estes casos, o uUso dos novos pontos de corte do CLSI caracterizaria essas
amostras como resistentes, eliminando a indicagdo do uso de cefalosporinas para tal
tratamento 9.

Estudos baseados em farmacocinética-farmacodinadmica (PK/PD) dos antimicrobianos
determinam que, para B-lactamicos, o tempo que o antimicrobiano se mantém acima da CIM

estd relacionado a sua eficacia, assim como, quanto maior a razdo da concentracdo do
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antimicrobiano sobre a CIM do microrganismo se relaciona a eficacia para outras classes de
drogas ®. Assim, do ponto de vista clinico, o conhecimento da CIM verdadeira é muito
importante para o tratamento e independe da realizacdo de testes fenotipicos para a pesquisa
de mecanismos de resisténcia.

Nossos dados demonstram com clareza pela distribuicdo das CIMs na Tabela 2, que ao
menos 10% das cepas produtoras de ESBL possuem CIMs muito baixas, inferiores a
0,25ug/ml para todas as cefalosporinas de amplo espectro e, nestes casos, 0 uso destes
antimicrobianos no tratamento de infeccBes causadas por estas amostras poderia ter sido
otimizado independente da presenca da ESBL. Entretanto, apenas a experiéncia clinica
demonstrando sucesso terapéutico com o uso de cefalosporinas em amostras produtoras de
ESBL com CIMs baixas para cefalosporinas é que poderia validar tal recomendacao.

Uma revisao publicada em 2008, a qual analisa os principais estudos observacionais
sobre tratamento de infeccbes causadas por cepas produtoras de ESBL e tratadas com
antimicrobianos com sensibilidade in vitro conhecida concluiu que ndo ha estudos
comparativos suficientes para recomendar o tratamento dessas infecgfes com cefalosporinas,
sendo os carbapenémicos ainda a melhor escolha para o tratamento de infeccbes sanguineas,
porém as quinolonas podem apresentar resultados semelhantes se o isolado for sensivel in
vitro ®. Dados mais recentes demonstram que o tratamento de infeccdes causadas por
bactérias produtoras de ESBL foi mais efetivo com o uso de carbapenémicos ou outra droga
para a qual a cepas isoladas mostrasse sensibilidade in vitro, incluindo-se as penicilinas
associadas a inibidores de B-lactamases e as quinolonas Y.

Apls o surgimento e disseminacdo das enzimas carbapenemases pelo mundo,
principalmente do tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), deve-se considerar de
uma forma mais cautelosa o uso de carbapenémicos . Em nosso estudo nenhum isolado,

apresentou o teste de Hodge modificado positivo ou 0 gene blakpc, mesmo nas amostras com
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resisténcia intermediaria ou plena ao ertapenem. Dessa maneira, verificamos que o teste de
Hodge modificado foi mais indicado para excluir a presenca de KPC do que um teste de
indicacdo da presenca destas enzimas ©?.

As cefamicinas, incluindo cefoxitina e cefotetan séo estaveis a hidrolise por ESBL
produzidas por enterobactérias, porém ha um cuidado com o uso desses agentes devido sua
relativa capacidade em diminuir a expressao das proteinas de membrana e sua alta capacidade
de indugdo de outras B-lactamases como ampicilinase - AmpC ©?,

N&o podemos esquecer que uma das desvantagens da determinacdo da CIM é que na
maioria das vezes apenas uma ou duas coldnias sdo testadas e subpopulacbes resistentes
podem dessa maneira ndo ser detectadas ocorrendo falhas terapéuticas ¢®. Outro fato muito
importante a ser considerado é que se fizermos apenas a determinacdo da CIM sem a pesquisa
de ESBL teriamos uma grande perda dos dados epidemioldgicos, a respeito da presenca de
ESBL nos hospitais, além do fato de que estas enzimas sao mediadas por genes plasmidiais e,
a ndo deteccdo da presenca das mesmas em infeccOes poderia influenciar a utilizacdo de
medidas de barreira tdo importantes para o controle das infeccées hospitalares .

De acordo com a Figura 1, quando analisada a presenca de ESBL, 59 amostras (64%)
apresentaram genes para ESBL e a maior freqiiéncia desses genes foi encontrada em amostras
provenientes da UTI (32/59 — 54%) corroborando com outros estudos .

O teste fenotipico foi positivo para 45 amostras (49%) enquanto o genotipico foi
positivo para 59 isolados (64%). Das amostras positivas para a pesquisa de algum gene de
ESBL 17 (29%) nédo apresentaram a expressao do fendtipo, o que pode ser explicado pelo fato
do teste fenotipico utilizado ser de dificil e subjetiva leitura, ja que ele é baseado na
interpretacdo visual do sinergismo entre as drogas utilizadas “°.

O fato de trés amostras apresentarem teste fenotipico de ESBL positivo e nao

apresentaram genes decodificadores destas enzimas mesmo em trés pesquisas repetidas, pode
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ser explicado pelo fato da PCR multiplex utilizada no presente estudo detectar apenas as trés
principais familias de enzimas ESBL (TEM, CTX-M e SHV). No entanto, existem outras
enzimas que apresentam atividade de ESBL, como BES-1, CME-1, GES-1, IBI-1, IBI-2,
PER-1, PER-2, VEB-1, SFO-1 e derivados da OXA, sendo estas também encontradas com
menor frequencia @7

Por outro lado a presenca de gene do tipo blatem em sete amostras com CIM para
ceftazidima e ceftriaxona < 2ug/mL e teste fenotipico negativo pode ser devido ao fato do
primer utilizado ser capaz de detectar a presenca de TEM-1 e TEM-2 que sao B-lactamases de
espectro reduzido. Para confirmar a presenca de ESBL nessas amostras, deveria ter sido
realizado o sequenciamento ou a detec¢do do ponto isoelétrico de cada enzima detectada, a
fim de se excluir a presenca de enzimas TEM-1 e TEM-2 (Figura 1).

Do total de amostras testadas, cinco apresentaram resisténcia as cefalosporinas sem
apresentarem testes fenotipico e genotipico positivos para ESBL e, neste caso a principal
explicacdo € a super expressdo de AmpC associada ou ndo a perda de porina.

De acordo com os tipos de genes encontrados em nosso estudo a associa¢do dos genes
blarem € blactx-m foi a mais prevalente, sendo detectada em 42% das amostras (25/59),
seguido da associacdo blargm e blasyy em 5% das amostras (3/59). Apenas em uma amostra
foi detectado a associacdo blactx-m € blasyy. Em relagdo aos genes isolados, o gene blargm
foi o mais prevalente em 39% das amostras (23/59), seguido do blactx.m em 7% (4/59) e
blasyy em 5% (3/59). A resisténcia foi maior em amostras que apresentaram dois genes em
relacdo aquelas que possuiam apenas um gene (Figura 1).

Resultados um pouco distintos ao nosso, foi verificado em um estudo brasileiro
publicado em 2007 “® e também em um estudo africano, publicado em 2009 “%. De acordo

com os dados brasileiros, 74% das amostras produtoras de ESBL apresentaram gene do tipo

blarem, seguido de blactx-m (69% - 16/23) e da associacdo dos genes blartem e blacrx-m (52% -
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12/23). Ja o estudo africano, obteve 87% de amostras positivas para ESBL, em que 36%
possuiam os trés genes concomitantemente. O gene isolado mais prevalente foi 0 blargm
(24%), seguido do blasyy (4%). A presenca de dois genes concomitantes foi detectada em
24% das amostras, sendo 12% de amostras produtoras de blatem associado ao blacrx-m e 12%
produtoras de blatem associado ao blaspy.

Os dados epidemioldgicos de nosso estudo mostram uma diversidade clonal entre os
isolados de K. pneumoniae produtoras ou ndo de ESBL sendo verificado em 92 amostras a
presenca de 21 clones distintos (A a U) sendo os principais demonstrados na Figura 1. O
maior clone, denominado J, representado por 73% de amostras produtoras de ESBL isoladas
num periodo de trés meses, disseminadas tanto no setor 1 como nos setores 2 e 4 pode sugerir
que a presenca de ESBL na maioria dos isolados pertencentes a este clone pode ter facilitado
sua disseminacdo pelos diferentes setores hospitalares umas vez que estas cepas possuem
resisténcia aumentada aos antimicrobianos (Figura 1).

Estudos demonstram que K. pneumoniae produtoras de ESBL podem se disseminar de
maneira intra e inter hospitalar havendo clones encontrados em diferentes regiées do mundo
B9 No presente estudo, a disseminacéo entre diferentes setores hospitalares também foi
verificada em outros clones, como o clone Q, o qual apresentou isolados em cinco setores
hospitalares.

Métodos de tipagem molecular sdo essenciais para estabelecer o perfil epidemiolégico
de infecgdes hospitalares, pois muitas vezes sdo demonstrados microrganismos com estreita
relacdo clonal tendo fonte ou origem comum, apresentando as mesmas caracteristicas
bioquimicas, os mesmos fatores de viruléncia e caracteristicas gendmicas e quando isto ocorre
medidas de barreira devem ser implementadas para possivelmente bloquear a disseminacéo

destas cepas ©°.
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Em nosso estudo verificamos que o clone T foi responsavel por uma rapida e curta
disseminacdo. Sua presenca foi verificada em quatro pacientes da UTI, todos isolados de
secrecdo traqueal. As amostras deste clone apresentavam alta similaridade e possuiam dois
tipos de enzimas e eram altamente resistentes as cefalosporinas. Os achados demonstram que
os clones de maior disseminacdo foram aqueles onde a maior parte das amostras eram ESBL
positivas demonstrando a maior facilidade de disseminacdo destas cepas independentemente
do seu perfil de sensibilidade.

Em conclusdo, o nosso estudo demonstra que levando em consideracdo os parametros
de PK/PD dos B-lactamicos, as cefalosporinas poderiam ser utilizadas mesmo na presenca de
ESBL, pois em sete amostras produtoras de ESBL a CIM para maioria das cefalosporinas foi
abaixo de 0,25ug/mL. Assim, no sentido de facilitar a liberacdo de laudos microbiologicos,
acreditamos que ao utilizar os novos pontos de corte do CLSI, o laboratério ndo teria a
necessidade de deteccdo de ESBL para direcionar o tratamento, entretanto os dados de
disseminacdo de clones com ESBL positivas demonstram que esta pesquisa é necessaria por
razbes epidemioldgicas podendo ser realizada paralelamente, sendo emitidos laudos

alternativos para auxiliar no controle de infecgdes hospitalares por K. pneumoniae.



Tabela 1. Perfil de sensibilidade do total de amostras para os principais antimicrobianos e perfil de sensibilidade de cepas produtoras e ndo produtoras de
ESBL

Sensibilidade geral % de cepas sensiveis
Antimicrobianos testados NUmero sensivel / Nimero de amostras - )
ESBL positivas ESBL negativas
testadas (% de sensibilidade)

Amicacina 75/89 (85) 74 91
Amoxacilina/Ac. Clavulanico 36/89 (41) 17 76

Ampicilina 1/87 (1) ND 3
Cefazolina 34/85 (40) 17 73
Cefoxitina 48/66 (73) 42 70
Ceftriaxonat 35/92 (62) 13 82
Ceftazidimat 41/92 (40) 22 85
Cefepimat 48/92 (52) 32 88
Ciprofloxacino 42/90 (47) 25 82
Ertapenem ND ND ND
Gentamicina 40/88 (45) 24 79
Levofloxacino 47/85 (56) 34 82
Nitrofurantoina 14/48 (29) 10 24
Piperacilina/Tazobactam 41/88 (47) 22 88
Tetraciclina 40/61 (65) 34 61
Tobramicina 48/85 (56) 34 85
Sulfametoxazol/Trimetoprim 53/86 (62) 70 91

1 - Perfil de sensibilidade obtido por &gar dilui¢cdo; os demais foram obtidos pelo método automatizado Phoenix-BD; ND — valores encontrados igual a zero.
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Tabela 2- Distribuicdo das CIM para Ceftriaxona, Ceftazidima e Cefepima entre todas as amostras testadas e cepas produtoras ou ndo de ESBL
CIM pg/mL / % Cumulativa

Antimicrobiano

<0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 >32
30 5 ND ND ND ND 1 ND ND 56
Amostras Total
33% 38% 39% 100%
- 6 2 ND ND ND ND 1 ND ND 50
Ceftriaxona ESBL Positivo
10% 13% 15% 100%
24 3 ND ND ND ND ND ND ND 6
ESBL Negativo
73% 82% 100 %
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 1 19 12 1 4 3 1 10 8 33
Amostras Total
1% 22% 35% 36% 40% 43% 45% 55% 64% 100%
- ND 4 3 1 1 3 1 8 8 30
Ceftazidima ESBL Positivo
7% 12% 14% 15% 20% 22% 36% 49% 100%
) 1 15 9 ND 3 ND ND 2 ND 3
ESBL Negativo
3% 48% 76% 85% 90% 100%
S 13 4 1 ND ND 4 5 13 31
Amostras Total
23% 37% 41% 42% 47% 52% 66% 100,00%
6 1 4 1 ND ND 3 4 11 29
Cefepima ESBL Positivo
10% 12% 19% 20% 25% 32% 51% 100%
) 15 12 ND ND ND ND 1 1 2 2
ESBL Negativo
45% 82% 85% 88% 94% 100%

ND — Valores obtidos iguais a zero.
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Clone Amostras Sitio de isolamento Setor de Isolamento cm Gene ESBL Data de isolamento
Ceftazidima Ceftriaxona Cefepima
ERIC-PCR ERIC-PCR
g 2 @ s 3 g 8

oo LTI L] & Kp9o Urina 6 1 <=0,0625 0,125 Ausente 17/11/2010
%06 ‘ ‘H ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘H ‘ ‘ E Kp93 Urina 6 8 >32 4 Ausente 29/11/2010
L [ E Kp96 Ponta de Cateter 2 8 >32 16 TEM + CTX-M 14/01/2011
[ A 1 e Kp70 Sangue 5 05 0,125 0,25 TEM 12/08/2010
Mt 1 e Kp64 Urina 3 64 >32 >64 TEM 30/06/2010
0] 947, Mrrrn | e Kp69 Swab Nasal e Oral uTl >64 >32 32 TEM 21/07/2010
886 [ 1y e Kp61 Secregéo traqueal uTl 64 >32 16 Ausente 07/05/2010

[N e Kps6 Secregéo de Ferida 9 64 >32 8 TEM + SHV ND
o4 [T e Kps9 Urina 3 64 >32 16 TEM + CTX-M 17/05/2010
[ c Kpo1 Sangue 5 0,25 <=0,0625 0,125 Ausente 23/11/2010
i1 [y c Kp92 Sangue uTl 0,25 <=0,0625 0,125 Ausente 26/11/2010
—= My c Kp62 Urina uTl 64 >32 16 TEM + CTX-M 13/05/2010
(N - Kp63 Sangue uT 32 >32 32 TEM + CTX-M 20/06/2010
EYERTI Kp82 Urina uTl 16 >32 32 TEM 09/10/2010
IR Kp87 Sangue uTl 8 >32 16 TEM 02/11/2010
4 HIF ] ] H Kp65 Urina uTl 64 >32 8 TEM 15/07/2010
w70 4' [T H Kp67 Urina 2 1 <=0,0625  <=0,0625 Ausente 15/07/2010
[T+ Kp68 Urina 2 2 4 0,25 TEM 18/07/2010
[T e Kps8 Swab Nasal uTl 2 <=0,0625  <=0,0625 TEM 17/05/2010
1 J Kp1l Urina uIT 0,125  <=0,0625  <=0,0625 Ausente 15/10/2009
u T 9 Kp13 Urina 2 32 >32 32 TEM+CTX-M 29/10/2009
NI Kp10 Urina 4 32 >32 8 TEM+CTX-M 13/10/2009

= NI Kp14 Urina 2 64 >32 32 TEM+CTX-M ND
NI Kp15 Urina uTl 0125  <=0,0625  <=0,0625 TEM 10/11/2009
Py 2 Kp16 Sangue uTl 8 >32 4 SHV 11/11/2009
04 LI 9 Kp17 Urina uTl 64 >32 64 TEM+CTX-M 09/11/2009
L9 Kpos Swab Oral 2 0,125  <=0,0625  >=0,0625 TEM 19/09/2009
LT Tl M Kpo7 Swab Nasal uTl >64 >32 16 TEM+CTX-M 19/09/2009
U 19 Kpo8 Urina uTl 8 >32 16 Ausente 18/09/2009
= FICEE T 9 Kpo9 Urina 2 0,25 >32 <=0,0625 SHV 29/09/2009
AT I 9 Kp12 Sangue 2 16 >32 4 CTX-M 19/10/2009
FUEEE 0 3 KpO1 Urina uTl 32 32 05 TEM 05/09/2009
4' I 9 Kpo3 Swab Nasal uTl 0125  <=0,0625  <=0,0625 Ausente 12/09/2009
T M Kpo4 Swab Nasal uTI 0,125 <=0,0625 <=0,0625 Ausente 12/09/2009
07 NI N Kp25 Secregao de Cirurgia 9 1 32 <=0,0625 Ausente 20/11/2009
s LM N Kp51 Sangue 4 0125  <=0,0625  <=0,0625 Ausente 06/04/2010
MM~ Kps4 Urina 7 2 >32 16 CTX-M 22/10/2010
. Miirrr N Kp4s Swab Oral uTl 0125  <=0,0625  <=0,0625 Ausente 25/03/2010
T [T T N Kp40 Urina 3 16 32 16 CTX-M + SHV 19/02/2010
o FLTT ] Kp22 Urina uTl 4 >32 4 TEM 21/11/2009
s s0.0] Enin o Kp80 Secregéo de ferida uTl 0,25 <=0,0625 0,125 Ausente 15/09/2010
e Kp44 Urina 4 16 >32 32 TEM + CTX-M 20/03/2010
N 1) o Kp39 Secregéo Traqueal uTl >64 >32 >64 TEM + CTX-M 28/01/2010
= [ 1 o Kpa1 Urina uTl 16 >32 16 TEM 13/03/2010
252 [T o Kpa2 Urina 2 16 >32 32 TEM 14/03/2010
00 [ o Kp77 Urina 2 8 >32 >64 TEM 29/08/2010
= [ T o Kp47 Swab Oral 2 0,25 <=0,0625 0,125 Ausente 25/03/2010
FEE T Q Kp57 Urina 3 0125  <=0,0625 0,125 TEM 19/05/2010
[ e Kp8.2 Sangue uT 64 >32 16 TEM + CTX-M 23/09/2009
Em ) e Kp74 Sangue 8 0125  <=0,0625 0,125 Ausente 27/08/2010
Tt < Kp78 Sangue 8 >64 >32 >64 TEM + SHV 27/08/2010
[T e Kp79 Sangue 3 8 32 32 TEM + CTX-M 30/08/2010
FEm e e Kp72 Swab Axilar 2 0,25 <=0,0625 8 Ausente 11/08/2010
) e Kp83 Ponta de Cateter 2 16 >32 >64 TEM + CTX-M 10/10/2010
D e Kp85 Swab Oral 2 8 >32 16 TEM + CTX-M 22/10/2010
P @ Kp73 Urina 3 >64 >32 >64 TEM 21/08/2010
I @ Kp75 Urina 7 1 0,125 0,25 TEM 19/08/2010
FITHIN T @ Kp55 Secregéo Traquel uTl >64 >32 32 Ausente 04/05/2010
== LI I R Kp76 Swab Axilar uTl 0125  <=0,0625 0,125 TEM 25/08/2010
I Kp33 Sangue uTl 64 >32 32 TEM + CTX-M 14/01/2010
[ I 1R Kp35 Urina 7 0125 00625 0,0625 Ausente 27/03/2010
[ R Kp36 Sangue 3 32 >32 >64 TEM + CTX-M 08/12/2009
(I N Kp37 Sangue uTl 0,25 0,125 0,0625 Ausente 27/01/2010
[ 1R Kp38 Sangue uTl 16 >32 16 TEM + SHV 22/01/2010
I 1 r Kp28 Secregéo Traqueal uTl 0,25 >32 0,0625 SHV 28/11/2009
[ R Kp32 Sangue uTl 0,25 0,125 0,125 Ausente 27/12/2009
2 LI R Kp54 Sangue 4 <=0,0625 <=0,0625  <=0,0625 Ausente 03/05/2010
[T I s Kp23 Sangue uTi >64 32 >64 CTX-M 22/11/2009
03 [ m s Kp24 Urina 2 >64 >32 64 TEM 31/05/2010
[ET T s Kp20 Secregdo Traqueal uTI 0,125 <=0,0625 <=0,0625 Ausente 03/06/2010
112 . [ s Kp21 Urina 3 >64 >32 >64 TEM + CTX-M 23/11/2009
I s Kp27 Lavado Bronquico uTl 0,25 0,0625 0,25 CTX-M 27/11/2009
air [y T Kp29 Secregéo Traqueal uTI 32 >32 64 TEM + CTX-M 11/12/2009
o1s [Ny - Kp30 Secregéo Traqueal uTl 32 >32 32 TEM + CTX-M 16/12/2009
545 [THET 1 T Kp31 Secregao Traqueal uTl 64 >32 32 TEM + CTX-M 20/12/2009
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ T Kp34 Secregéo Traquela uTl 8 >32 32 TEM + CTX-M 18/12/2009

Figura 1. Dendograma obtido pelo “Enterobacterial repetitive intergenic consensus” — Polymerase
Chain Reaction (ERIC-PCR) dos clones mais comuns de K. pneumoniae isolados da unidade
hospitalar
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CAPITULO Il

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Conclusoes:

1. O perfil de resisténcia dos isolados de Klebsiella penumoniae do hospital estudado é
elevado, principalmente em cepas produtoras de ESBL;

2. Todas as amostras apresentaram teste de Hodge modificado negativo sendo todas negativas
para presenca do gene blakpc mesmo ndo apresentando sensibilidade ao ertapenem, assim
percebemos pelos nosso dados que o teste de Hodge modificado foi importante para excluir a
presenca de KPC.

3. O teste fenotipico para deteccdo de ESBL foi positiva para 50% das amostras, enquanto que
0 genotipico 64%;

4. Os genes especificos para ESBL mais prevalentes foram blatgy associado ao blactx-m
(42%), em 5% blargm em associacdo com blasyy € uma amostra apresentando a associacao
blacrx-m € blasny;

5. Cepas produtoras de mais de um tipo de gene de resisténcia para ESBL apresenta taxas de
sensibilidade inferior as cefalosporinas quando comparadas as amostras produtoras de apenas
um gene,

6. Os genes isolados foram verificados em 39% das amostras (23/59) para blatem , 7% das
amostras (4/59) blactx-m € 5%, blasyy. (3/59). Dessas amostras, 50% (15/30) apresentaram
testes fenotipicos negativos e 9 delas, sensiveis para as cefalosporinas.

7. 13%, 22% e 32% das amostras ESBL positivas apresentaram sensibilidade a ceftriaxona,
ceftazidima e cefepima respectivamente, assim como, apenas 80% das amostras ndo
produtoras de ESBL apresentaram sensibilidade a essas drogas;

8. Do total de amostras produtoras do gene para ESBL, 15 ndo apresentaram a expresséo do
fenotipo

9. Os resultados de tipagem molecular revelaram a presenca de 21 clones distintos, sendo o

mais prevalente apresentando 15 amostras,
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Limitagdes do estudo

Anélise do terapia realizada em pacientes com presenca ou ndo de ESBL, afim de verificar a

sua eficacia quando tratados ou ndo com carbapenémicos.

Perspectivas futuras:

1. Divulgacéo do estudo junto a CCIH e a equipe médica seria de suma importancia para uma
vigilancia hospitalar mais atuante e responsavel, prevenindo surtos, reduzindo a incidéncia
de infec¢bes nosocomiais causados por infeccdes por Klebsiella pneumoniae produtora de
ESBL.

2. Analisar a presenca de amostras de origem comunitaria produtoras ou ndo do genétipo de
ESBL, além de verificar a presenca de cepas genotipicamente idénticas entre amostras
hospitalares e comunitérias;

3. Verificar o tipo de tratamento adotado em casos de infec¢des por ESBL, afim de otimizar a

terapia antimicrobiana, evitando falhas terapéuticas e gastos hospitalares desnecessarios;
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ANEXOS

Normas para publicacdo no periddico: International Jornal of Antimicrobial Agents

Guide for Authors

These guidelines generally follow the "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals”. The complete document appears at =+ http://www.icmje.org.

Submission

The Journal now accepts online submissions only. Manuscripts can be submitted

at http://ees.elsevier.com/ijaa/. Once the manuscript has been uploaded, our system
automatically generates an electronic pdf proof, which is then used for reviewing. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revisions, will
be managed via this system. Authors may also track the progress of their paper using this
system to final decision.

If you have any problems submitting your paper through this system, please contact the
Editorial Office on: e-mail: ijaa@elsevier.com; tel: +44 (0)1865 843270; fax: +44 (0)1865
843992.

Journal Publishing Agreement

Upon acceptance of an article, authors will be asked to sign a "Journal Publishing Agreement"
(for more information on this and copyright see http://www.elsevier.com/authors).
Acceptance of the agreement will ensure the widest possible dissemination of information. An
e-mail (or letter) will be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript
together with a 'Journal Publishing Agreement' form.

If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written
permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authors in these cases: contact Elsevier's Rights Department,
Philadelphia, PA, USA: phone (+1) 215 239 3804, fax (+1) 215 239 3805, e-

mail healthpermissions@elsevier.com. Requests may also be completed online via the
Elsevier homepage (http://www.elsevier.com/locate/permissions).

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis), that it
is not under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all
authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out,
and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any
other language, without the written consent of the Publisher.

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of
data, (2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final
approval of the version to be submitted.

Article types
The following types of manuscripts are routinely accepted (please note that word count is
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from abstract to references but excluding references):

Original Articles: The form of these articles is discussed fully below; an abstract is required.
They should be no longer than 4000 words and 30 references (as above, please note that word
count also excludes tables, figures and legends). IJAA will be happy to consider papers of
veterinary origin as long as there is some linkage of the scientific work back to human
antibiotic use.

Letters: Headings should not be used in a letter; no abstract or keywords are required. The
text should be no more than 800 words; there should be a maximum of 5 references and one
table or figure may be included.

Reviews: An abstract and keywords are required. The text should be divided into sections by
suitable headings. Tables and figures may be used as appropriate for the text. They should be
no longer than 5000 words.

Opinions and Commentaries: These take the same form as a review.

Short Communications: These should be no more than 2,500 words, with up to 15
references and a maximum of 3 figures or tables.

Leaders: These tend to be invited papers but unsolicited Leaders are welcome. There are no
abstract, keywords or section headings.

It is strongly advised that Authors provide a list of 4 or 5 potential reviewers (e-mail, phone
and fax numbers) who are knowledgeable in the subject matter, have no conflict of interest,
and are likely to agree to review the manuscript. Please ensure that 1 of the potential
reviewers is from a different country to the authors.

Submission Checklist
Please ensure that the following are including in your submission:

" One author designated as corresponding author:

" Their E-mail address

" Full postal address

" Telephone and fax numbers

" Keywords

"Cover letter addressed to the Editor, introducing the manuscript and confirming that it is not
being submitted concurrently elsewhere™

" All figure captions

" All tables (including title, description, footnotes)

" All necessary files have been uploaded as attachments to the e-mail

" Manuscript has been spell checked

" All text pages have been numbered

" References are in the correct format for this journal

" All references mentioned in the Reference list are cited in the text and vice versa

" Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Web)

" Colour figures are clearly marked as being intended for colour reproduction or to be
reproduced in black-and-white

Manuscripts

Please type all pages with double spacing and wide margins on one side of the paper. Words
to be printed in italics are to be underlined. Title page, abstract, tables, legends to figures and
reference list should each be provided on separate pages of the manuscript.
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Use a true type font such as Times New Roman or Arial. The text should be in single-column
format. Number the pages. In order to help our reviewers please number each line of the
manuscript. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be
removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the options to justify
text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. Do
not embed 'graphically designed' equations or tables, but prepare these using the facility in
Word or as a separate file in Excel. When preparing tables, if you are using a table grid, use
only one grid for each individual table and not a grid for each row. Do not prepare tables in
Powerpoint. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of
conventional manuscripts (see also: http://www.elsevier.com/authors). Do not import the
figures into the text file but, instead, indicate their approximate locations directly in the
electronic text and on the manuscript. See also the section on illustrations.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the spellchecker.

The title page should include: the title, the name(s) and affiliation(s) of the author(s), an
address for correspondence, and telephone/fax numbers for editorial queries. All articles
should include an Abstract (a single paragraph) of no more than 250 words and 3-6 key words
for abstracting and indexing purposes.

Please do not split the article into separate files (title page as one file, text as another, etc.).
Ensure that the letter 'I' and digit '1' (also letter 'O" and digit '0") have been used properly, and
structure your article (tabs, indents, etc.) consistently. Characters not available on your
computer (Greek letters, mathematical symbols, etc.) should not be left open but indicated by
a unique code (e.g., gralpha, @, #, etc., for the Greek letter). Such codes should be used
consistently throughout the entire text. Please make a list of such codes and provide a key. Do
not allow your computer to introduce word splits and do not use a ‘justified' layout. Please
adhere strictly to the general instructions on style/arrangement and, in particular, the reference
style of the journal. It is very important that you save your file in the standard format for the
program you are using. If your computer features the option to save files 'in flat ASCII',
please do not use it.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Italics are not to be used for expressions of Latin origin, for example, in
vivo, et al., per se. Use decimal points (not commas); use a space for thousands (10 000 and
above).

Provide the following data in your submission (in the order given). This is required for all
types of paper submitted.

Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual
work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name.

Corresponding author. Clearly indicate who is willing to handle correspondence at all stages
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of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail address
and the complete postal address.

Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Abstract. A concise and factual abstract is required (maximum length 250 words). The
abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and major
conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must be able to
stand alone. Do not cite references in the abstract. Non-standard or uncommon abbreviations
should be avoided in the abstract, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

Keywords. Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example,
‘and', 'of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field
may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations. Define abbreviations that are not standard in this field at their first occurrence
in the article: in the abstract but also in the main text after it. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Subdivision of the article. Divide your article into clearly defined and numbered sections.
Subsections should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ?), 1.2, etc. (the abstract is not
included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not
just refer to 'the text." Any subsection may be given a brief heading. Each heading should
appear on its own separate line.

Introduction. State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Experimental/Materials and methods. Provide sufficient detail to allow the work to be
reproduced. Methods already published should be indicated by a reference: only relevant
modifications should be described.

Include in figure legends and table texts technical details of methods used, while describing
the methods themselves in the main text.

Results/Discussion. This should explore the significance of the results of the work, not repeat
them. A combined Results and Discussion section is often appropriate in a Short
Communication but not in an Original Article. Avoid extensive citations and discussion of
published literature.

Acknowledgement. Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
When the work included in a paper has been supported by a grant from any source, this must
be indicated. A connection of any author with companies producing any substances or
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apparatus used in the work should be declared. Authors will be asked to respond to a form e-
mailed to them when their paper is accepted (see the ‘conflict of interest’ section below). All
contributors who do not meet the criteria for authorship as defined above should be listed in
an acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged include a
person who provided purely technical help, writing assistance, or a department chair who
provided only general support. Authors should disclose whether they had any writing
assistance and identify the entity that paid for this assistance.

References. References should be numbered consecutively (with parentheses) as they appear
in the text. Type the reference list with double spacing on a separate sheet. References should
accord with the system used in Uniform requirements for manuscripts submitted to
biomedical journals (N Engl J Med 1991;324:424-428).

Examples:

1 Taylor DN, Sanchez JL, Candler W et al. Treatment of traveller's diarrhea: ciprofloxacin
plus loperamide compared with ciprofloxacin alone. Ann Intern Med 1991;114:731-734.

2 Mackowiak PA, ed. Fever. Basic Mechanisms and Management. New York: Raven Press,
1991.

3 Rubin M, Pizzo PA, Monotherapy in neutropenic cancer patients. In: Peterson PK, Verhoef
J, eds. Antimicrobial Agents Annual 3. Amsterdam: Elsevier, 1988.

Please note that all authors should be listed when six or less; when seven or more, list only the
first six and add 'et al.". Do not include references to personal communications, unpublished
data or manuscripts either 'in preparation’ or 'submitted for publication’. If essential, such
material may be incorporated into the appropriate place in the text. Recheck references in the
text against reference list after your manuscript has been revised.

Illustrations. Photographs should be presented as high quality jpg (jpeg) or tiff files with high
contrast. Magnification should be indicated by a line representing the actual scale of
reproduction (0.1 mm, Imm or 10 mm); the use of magnification factors is to be avoided
where possible. Illustrations will not be redrawn by the Publisher: line figures should be
suitable for direct reproduction. They should be prepared with black on white background, or
be black-and-white images; they should be completely and consistently lettered, the size of the
lettering being appropriate to that of the illustration, taking into account the necessary
reduction in size.

Ilustrations should be designed to fit either a single column (84 mm wide) or the full text
width (175mm). However, if specifically requested by the author(s), plates may be reproduced
larger than the typeset area; all originals for these should have the same proportions to achieve
uniformity in their presentation. N.B. When plates are required to fill the entire page, the
originals should have the dimensions 215 x 285 mm and contain no essential information or
labelling near the edges. Further information about artwork can be found on the World Wide
Web: access under http://www.elsevier.com/locate/authorartwork

Colour figures. Colour figures will be included subject to the authors' agreement to defray the
cost.

Specific remarks Mathematical formulae. Present simple formulae in the line of normal text
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where possible. In principle, variables are to be presented in italics. Use the solidus (/) instead
of a horizontal line,

e.g., Xp/Ym

Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any
equations that have to be displayed separate from the text (if referred to explicitly in the text).

Tables. Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters.
Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in
tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

Nomenclature and units. Follow internationally accepted rules and conventions: use the
international system of units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in
SI.

DNA sequences and GenBank Accession numbers. Many Elsevier journals cite 'gene
accession numbers' in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer to genes
or DNA sequences about which further information can be found in the databases at the
National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine.
Elsevier authors wishing to enable other scientists to use the accession numbers cited in their
papers via links to these sources, should type this information in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession
number in bold, underlined text . Letters in the accession number should always be
capitalised. (See example below.) This combination of letters and format will enable
Elsevier's typesetters to recognise the relevant texts as accession numbers and add the
required link to GenBank's sequences.

Example: GenBank accession nos. A1631510, A1631511 , A1632198 , and BF223228 ), a B-
cell tumour from a chronic lymphatic leukaemia (GenBank accession no. BE675048 ), and a
T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117 ).

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a letter
or number can result in a dead link. In the final version of the printed article, the accession
number text will not appear bold or underlined. In the final version of the electroniccopy, the
accession number text will be linked to the appropriate source in the NCBI databases enabling
readers to go directly to that source from the article.

Editorial Review
All manuscripts are subject to peer review. If changes are requested, revisions received later
than 3 months after this request will be treated as new submissions.

Accepted Papers
Once a paper has been accepted, the only changes possible are in relation to any queries raised
by the Technical Editor or Typesetter.

Proofs
One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author (if
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carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed.
Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with the
publication of your article if no response is received.
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Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and
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Page charges
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