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Resumo




Rosa Ferraz J. Caracterizacdo molecular dos mecanismos de resisténcia aos
carbapenémicos de isolados clinicos de Enterobacter aerogenes e Enterobacter
cloacae. [Dissertac¢do - Mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2015.

INTRODUGCAO: Nas ultimas trés décadas E. aerogenes e E. cloacae vem sendo
reportado como importante patogeno de infec¢do relacionada a assisténcia a satide e
vem cada vez mais apresentando resisténcia a varios antibidticos incluindo os
carbapenémicos. Poucos estudos, entretanto, avaliaram os mecanismos de resisténcia
aos carbapenémicos em espécies de Enterobacter no Mundo e no Brasil
OBJETIVO: Avaliar a presenca de genes codificadores de carbapenemases, genes
de B- lactamases de espectro estendido e de bomba de fluxo AcrAB-TolC e alteragcao
de proteinas de membrana externa de 44 isolados de E. aerogenes e 8 isolados de E.
cloacae resistentes aos carbapenémicos de 03 hospitais brasileiros. MATERIAL E
METODOS: Para determinar a Concentragio Inibitéria Minima (CIM), foi realizado
o teste de microdiluicdo em caldo, com os antibidticos: Imipenem, Meropenem,
Ertapenem, Cefepima, Tigeciclina e Polimixina B e para Fosfomicina foi realizado o
teste de dilui¢ao em agar, segundo CLSI. Foi realizado PCR para identificar os genes
codificadores de Serino Beta-lactamase da Classe A de Ambler (blaxec, blam e
blaces), de Metalo-beta-lactamase da Classe B de Ambler (bla me, blaviv, blacm,
blasi, blasem e blaxom), de Oxacilinases da Classe D de Ambler (bla oxa-4s), as
ESBL (blarem, blacrx e blasuv) e da bomba de efluxo AcrAB-TolC. A tipagem
molecular foi feita pela técnica de PFGE, as proteinas de membrana externa pelo
método de SDS-PAGE e a atividade da bomba de efluxo por meio da determinagao
da CIM dos carbapenémicos com e sem inibidor Carbonyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone (CCCP). RESULTADOS: No periodo de 2005 a 2011,
foram analisados, 130 isolados de Enterobacter spp, 105 (80,8%) dos isolados foram
identificados como Enterobacter aerogenes, destes 44 (41,9%) apresentaram
resisténcia ao Imipenem, Ertapenem ou Meropenem e 25 (19,2%) foram
identificados como Enterobacter cloacae, destes 8 (32,0%) apresentaram resisténcia
aos carbapenémicos. Os isolados de E. aerogenes apresentaram CIMs que variaram
de 2 a 128ug/mL para Imipenem, 4 a 64ug/mL para Meropenem e para Ertapenem 1
a >128 pg/mL e os isolados de E. cloacae apresentaram CIMS que variaram de § a
64ug/mL para Imipenem, 2 a 16pug/mL para Meropenem e 8 a 64 pug/mL para
Ertapenem. Todos isolados foram sensiveis a Fosfomicina, Polimixina B e
Tigeciclina. A Unica carbapenemase identificada foi KPC, que estava presente em
ambos isolados e em todos hospitais estudados. Os 39 isolados de E. aerogenes
apresentaram 5 clones diferentes, sendo o clone A predominante. Os 5 isolados de E.
aerogenes do Hospital de Itapecerica da Serra pertenciam ao mesmo clone. Os 8
isolados de E. cloacae apresentaram 2 clones diferentes. E a maioria dos isolados
analisados apresentarou mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos como: gene
blakpc associado com o gene blatem e/ou blacTx, associado com diminuigdo ou
auséncia de proteina 35-36kDa e 39 kDa. CONCLUSAQO: Em nosso estudo foi
observado alta resisténcia aos carbapenémicos nos isolados de E. aerogenes e E.
cloacae nos 3 hospitais estudados. Os mecanismos observados que contribuiram para
a resisténcia aos carbapenémicos foram: a presenca de KPC, ESBL e
impermeabilidade da membrana para os isolados de E. aerogenes e para os isolados
de E. cloacae foi observado também como mecanismo o gene da bomba de efluxo

XiX



AcrART. Para os isolados de E. aerogenes, nao foi observado o gene da bomba de
efluxo, mas todos isolados analisados apresentaram atividade da bomba de efluxo
para os carbapenémicos, possivelmente nos indicando a presenga de outra bomba de
efluxo ainda ndo identificada.

Descritores: 1. Enterobacter aerogenes 2. Enterobacter cloacae 3. Carbapenémicos
4.Transplante 5. beta lactamases 6. Farmacorresisténcia Bacteriana.
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Abstract




Rosa Ferraz J. Molecular characterization of mechanisms of resistance to
carbapenems in clinical isolates of Enterobacter aerogenes and Enterobacter
cloacae. [Dissertation — Master Degree]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo”; 2015.

INTRODUCTION: In the last three decades, E. aerogenes and E. cloacae have
been reported as important opportunistic pathogens in humans. They have been
showing an increase resistance to multiple antibiotics including carbapenem. Few
studies, however, evaluated the mechanisms of resistance to carbapenem in
Enterobacter species in the world and in Brazil. OBJECTIVES:. To evaluate the
presence of genes encoding carbapenemases, genes of - lactamases of extended
spectrum and AcrAB TolC- efflux pump and amendment of outer membrane proteins
of 44 isolates of E. aerogenes and 8 isolates of E. cloacae carbapenems resistant of
03 Brazilian hospitals. METHODS: To determine the minimum inhibitory
concentration (MIC), microdilution broth test was performed for the followings
antibiotics: Imipenem, Meropenem, Ertapenem, Cefepima, Tigecycline and
Polymyxin B and agar dilution for Fosfomycin, according to CLSI. PCR was
performed to identify the genes encoding Serino Beta-lactamase Class A Ambler
(blakrc, blam: and blaces) of Metallo-beta-lactamase Class B Ambler (blame, blaviv,
bla amv, blasiv, blasem and blaxom) of Oxacilinases Class D Ambler (blaoxass), the
ESBL (blarem, blassv and blacrx) and efflux pump AcrAB-TolC. Molecular typing
was performed by PFGE, outer membrane proteins by SDS-PAGE method and the
activity of the efflux pump by carbapenem’s MIC by agar diluition with and without
inhibitor Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP). RESULTS: In the
period from 2005 to 2011, 130 isolates of Enterobacter spp were analyzed, 105
(80.8%) isolates were identified as Enterobacter aerogenes, of these 44 (41.9%)
were resistant to Imipenem, Meropenem or Ertapenem and 25 (19.2%) were
identified as Enterobacter cloacae, and 8 (32.0%) showed resistance to carbapenems.
The isolated E. aerogenes presented MIC ranging from 2 to 128ug /ml for Imipenem,
4 to 64pg /ml for Meropenem and Ertapenem 1 to >128 mg /mL. E. cloacae isolated
showed MIC ranged from 8 to 64pg / ml for Imipenem, 2 to 16pg / ml for
Meropenem and 8 to 64 mg / mL to Ertapenem. All isolates were susceptible to
fosfomycin, polymyxin B and tigecycline. The only carbapenemase identified was
KPC, which was present in both isolated and in all hospitals studied. The 39 isolates
of E. aerogenes presented five different clones, the clone A being predominant. The
five isolates of E. aerogenes in the Hospital of Itapecerica da Serra belong to same
clone. Eight isolates of E. cloacae showed two different clones. Most of the isolates
analyzed showed resistance mechanisms to carbapenems like: blakrc gene associated
with blarem gene and / or blacrx associated with a decreased or absent protein 35-
36kDa and 39 kDa. CONCLUSION: In our study, we observed high carbapenem
resistance in isolates of E. aerogenes and E. cloacae in the three studied hospitals.
The observed mechanisms that contributed to resistance to carbapenems were: the
presence of KPC, ESBL and impermeability of the membrane in E. aerogenes and in
E. cloacae isolates. E. cloacae presented also that gene of the efflux pump AcrART.
Among E. aerogenes, the gene wasn’'t observed, but all isolates analyzed
demonstrated active efflux pump to carbapenems possibly indicating the presence of
other efflux pump still unidentified.

Descriptors: 1. Enterobacter aerogenes 2. Enterobacter cloacae 3. Carbapenems 4.
Transplantation 5. beta lactamases 6. Drug Resistance, Bacterial.
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1 INTRODUCAO

1.1 Género Enterobacter

O género Enterobacter spp ¢é um dos membros da familia
Enterobacteriaceae. Bactérias pertencentes a esta familia sdo isoladas com
frequéncia em amostras bioldgicas e sdo distribuidas amplamente na natureza, sao
encontradas no solo, dgua, plantas e, no trato gastrointestinal de seres humanos e
animais V). Algumas caracteristicas importantes dos membros desta familia, sio a
capacidade de disseminar facilmente entre humanos, por transmissao cruzada através
das maos, bem como alimentos e d4guas contaminadas e de adquirir material genético
através de transferéncia horizontal de genes, mediada por plasmideos e transposons
@

Representantes deste género sdo cocobacilos Gram-negativos com 0,5 a 2 um
de largura e 2 a 4 um de comprimento. Suas caracteristicas morfoldgicas em meios
de agar sangue nos revelam colonias secas ou mucodides relativamente grandes, de
cor cinza opaco a branca e alguns isolados podem apresentar hemolise. Entretanto, a
diferenciacdo das Enterobacteriaceae ¢ baseada principalmente na presenga ou nio
de diferentes enzimas codificadas por genes cromossdémicos. Sendo assim, por meio
de uma série de provas que avaliam diferentes caracteristicas metabdlicas dos micro-
organismos, & possivel estabelecer um perfil bioquimico e identificar as espécies V.

Como muitos isolados do género Enterobacter produzem grandes
quantidades de gas, durante muitos anos esta bactéria foi denominada Aerobacter

aerogenes. Somente em 1962 foi designada Enterobacter pelos pesquisadores

Edwards e Ewing . O género Enterobacter contém na atualidade 14 espécies das 16
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descritas, isto porque, o Enterobacter agglomerans atualmente ¢ denominado género
Pantoea, o Enterobacter intermediuns género Kluyvera ficando ambos, com as
seguintes denominagdes: Pantoea agglomerans e Kluyvera intermedius,
respectivamente e o Enterobacter sakazakii, foi recentemente classificado no género
Cronobacter ¥, Os principais isolados de amostras clinicas do género Enterobacter
sdo: Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter gergoviae, e
Enterobacter hormaechei @ *.

As fontes de infeccdo desta bactéria podem ser endogena (colonizagdo da
pele, trato gastrointestinal ou do trato urindrio), e exogena, resultante da sua natureza
ubiqua. Estudos mostraram que este micro-organismo pode ser encontrado em maos,
endoscopios, produtos derivados de sangue, aparelhos para monitorizagdo de pressao

e, estetoscopios @ 7.

Surtos hospitalares foram atribuidos a contaminacdo de
dispositivos de monitoramento de pressao, fluidos intravenosos, solu¢des de nutricao
parenteral, solugdes salinas isotdnicas, albumina, termdmetros digitais, equipamentos
de dialise, entre outros @5

Embora infecgdes comunitarias por Enterobacter spp. sejam relatadas
ocasionalmente, as infec¢des nosocomiais sio bem mais frequentes . Os pacientes
mais susceptiveis a infecgdes por Enterobacter spp., sdo aqueles que permanecem
periodos prolongados em UTI. Outros fatores de riscos sdo: o uso prévio de
antimicrobianos, malignidade, doenga hepatobiliar, ulceras do trato gastrointestinal,
uso de dispositivos externos, tais como cateteres venosos ¢ sérias condigdes

subjacentes, tais como queimaduras, ventilacio mecanica e imunossupressio .
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1.2 Enterobacter spp. e infeccoes relacionados a assisténcia a satide (IRAS)

As espécies de Enterobacter estdo entre os Gram-negativos mais comuns em
IRAS, sendo consideradas patogenos hospitalares emergentes, que comprometem
principalmente pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e
imunodeprimidos (6-9). Estudos demonstram que estdo associados com até 8 % de
casos de bacteremias hospitalares e sdo o segundo patdégeno Gram-negativo mais
comum em pneumonias em pacientes de UTI em algumas casuisticas ).

Um estudo de 84 pacientes com sepse neonatal conduzido em Teera, nos anos
de 2003 a 2006, demonstrou que o patdogeno mais comumente isolado foi
Enterobacter e que a suscetibilidade deste micro-organismo ao Imipenem e
gentamicina reduziu gradualmente ao longo dos anos do estudo e suas taxas de
mortalidade e morbidade foram respectivamente 27,4% e 89,3% %

Outro estudo com 1.831 recém-nascidos, internados durante um periodo de
10 meses em duas unidades de cuidados intensivos neonatais em Manila, nas
Filipinas, demonstrou que 1.017 (55,5%) pacientes foram colonizados e 358 (19,6%)
desenvolveram bacteremia. Os micro-organismos mais encontrados foram Klebsiella,
Enterobacter, Acinetobacter e Pseudomonas aeruginosa. Dos isolados de infecg¢des
invasivas, 20% eram resistentes ao Imipenem. Os fatores significativamente
associados com um risco aumentado de bacteremia por esse agente foram ventilagdo
mecanica e prematuridade (an,

Jones em 2010, revisou a literatura médica e os resultados do Programa de
vigilancia antimicrobiana SENTRY (1997-2008) para estabelecer os patdogenos mais

frequentes de pneumonia adquirida no hospital ¢ pneumonia associada a ventilagdo

mecanica. Em todos os estudos, seis micro-organismos foram os mais frequentes:
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Saphylococcus aureus (28,0%), Pseudomonas aeruginosa (21,8%), espécies de
Klebsiella (9,8%), Escherichia coli (6,9%), Acinetobacter (6,8%) e as espécies
Enterobacter (6,3%) 2.

Outro estudo conduzido para identificar os agentes etiologicos de infecgdes
de pé diabético, analisou um total de 298 amostras de cultura, destes 165 (55%)
swabs de ferida, 108 (36%) amostras de tecido e 25 (9 %) amostras de ossos, de 107
pacientes. Entre todas as culturas 83,5% ( 223/267 ) foram monomicrobiana e 16,4%
(44/267) foram polimicrobiana. As bactérias mais frequentemente isoladas foram
espécies de Pseudomonas (29,8%), Staphylococcus aureus (16,7%), espécies de
Enterococcus (11,5%), Escherichia coli (7,1%), e as espécies de Enterobacter
(7,1%) 1.

Mais recentemente um estudo elaborado por Sadler et al. em 2012,
demonstrou que espécies de Enterobacter estdo em quarto lugar entre os isolados de
pacientes internados na UTI e ndo-UTI dos EUA e da Europa, com frequéncia
semelhante em ambas as regides ¥

Na América Latina, o género Enterobacter ocupa o quinto lugar dentre os
patogenos mais isolados em pacientes pediatricos ). Por outro lado, no Brasil, este
género € responsavel por 6% a 8,5% das infec¢des hospitalares em pacientes
internados em UTI, e s@o a terceira enterobactéria mais prevalente em infec¢des do
trato urinario, tecidos moles e sepse '®.

Andrade et al, no ano de 2003 a 2008, relataram os perfis de sensibilidade
antimicrobiana dos cinco bacilos Gram-negativos mais frequentes isolados nos

hospitais brasileiros que participam de um Programa Sentinela. Neste estudo foi

analisado um total de 3.220 bacilos Gram-negativos. As amostras foram coletadas
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consecutivamente entre janeiro de 2003 e maio de 2008. Os Gram-negativos mais
frequentes isolados de infecgdes da corrente sanguinea foram Escherichia coli
(12,8% do total), Klebsiella spp (12,5%), Pseudomonas aeruginosa (9,6%),
Acinetobacter spp. (8,0%) e Enterobacter spp (6,4%), assim se apresentando como o
quinto micro-organismo mais presente em infeccdes de corrente sanguinea nesse

estudo brasileiro 7.

1.3 Enterobacter cloacae e Enterobacter aerogenes

Dentre todas as espécies, Enterobacter cloacae ¢ a mais frequente em
pacientes com IRAS, mas nos ultimos anos, a descricdo de infecgdes por
Enterobacter aerogenes vem aumentando '® ', Estes patogenos sdo responsaveis
por uma ampla variedade de IRAS, incluindo bacteremias, meningites, infecgoes
respiratorias, infecgdes da pele e tecidos moles, infec¢des do trato urinario (ITU),
endocardite, artrite séptica, osteomielites e infecgdes relacionadas a dispositivos
intravasculares e proteses '?). Estas espécies também sdo responsaveis por varias
infeccdes comunitarias, como: infecgdes do trato urinario, infecgdes da pele e tecidos
moles, infeccoes de feridas, entre outras 20)

Os principais fatores de risco para IRAS causada por estes micro-organismos
incluem, hospitalizacdo de mais de duas semanas, procedimentos invasivos nas
ultimas 72 horas, tratamento com antibidticos nos ultimos 30 dias e a presenga de
cateter venoso. Fatores de risco especificos para a infec¢do causada por isolados de

E. cloacae ¢ E. aerogenes nosocomiais multirresistentes incluem: uso recente de

cefalosporinas de amplo espectro ou aminoglicosideos e internagdo em UTI ¢!2?.
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Como mencionado anteriormente E. cloacae ¢ bem reconhecido como
patogeno nosocomial que pode desenvolver resisténcia a varias classes de
antibidticos *> ??. No entanto, E. aerogenes é o que vem se destacando como um
importante patéogeno nosocomial desde 1990, devido sua eficiente resposta
adaptativa ao stress ambiental > ?®. E uma das principais causas de IRAS em todo o
mundo ¢ um dos patdogenos mais frequente descrito em infecgdes nosocomiais do
trato respiratorio e trato urinario de hospitais da Europa 727

Este micro-organismo ¢ responsavel por 15 a 25% de todas as infeccdes em
comparagdo a outras espécies. E considerado o terceiro patdgeno mais comumente
recuperado do trato respiratdrio em algumas casuisticas e frequentemente ¢ isolado
na urina e no trato gastrointestinal de pacientes hospitalizados. Também ¢
responsavel por 8% dos casos de bacteremias nosocomias, com mortalidade de 29%,
apresentando alta resisténcia a antibidticos de largo espectro *272%.

Para Hubert et al. (1994), a prevaléncia destas espécies de Enterobacter
aumentou consideravelmente desde a introdugdo das cefalosporinas de espectro
estendido na pratica médica. Como isolados destas espécies exibem uma notavel
capacidade de adaptagdo, frequentemente estes micro-organismos desenvolvem
resisténcia aos antimicrobianos de largo espectro, incluindo cefalosporinas de quarta
geragcdo. Nos ultimos anos, estudos demonstraram que isolados clinicos destas
espécies sdo naturalmente resistentes as aminopenicilinas e que cada vez mais
exibem alto nivel de resisténcia a ampicilina, amoxicilina/acido-clavulanico e as
cefalosporinas de espectro estendido. Estudos na Franca, Bélgica e Espanha
identificaram o predonimio de clones de Enterobacter resistentes a cefalosporinas de

. . . 2
espectro estendido, que estavam associados a elevada mortalidade %37,
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Segundo Jaffar et al. 2009 a escolha de uma terapia apropriada para o
tratamento de infecg¢des por Enterobacter spp estd cada vez mais complicada devido
a sua resisténcia aos antimicrobianos e ao desenvolvimento desta resisténcia durante
a terapia. O género Enterobacter pertence a um grupo de bactérias denominado
CESP (Citrobacter spp; Enterobacter spp, Serratia spp ¢ Proteus spp) ou atualmente
designado como, grupo ESCPM (Enterobacter spp; Serratia marcescens,
Citrobacter freundii, Providencia spp e Morganella morganii) que sao bacilos Gram-
negativos produtores constitutivos de beta-lactamases cromossdmicas, denominadas
cefalosporinases do tipo AmpC da Classe C de Ambler (Tabela 1), que quando
expressas em grandes quantidades por qualquer indugdo ou selecdo de mutantes
desreprimidos, podem hidrolisar cefalosporinas de espectro estendido, penicilinas, e
monobactamicos. Sendo assim, durante o uso de antimicrobianos, espécies de
Enterobacter podem expressar um aumento da sua produgdo e consequentemente

resisténcia aos beta-lactimicos >3V,

Tabela 1 - Classificagdo das B-lactamases desenvolvidas por Karen Bush e George
A. Jacoby em 2010

Grupo Grupo Inibido por
Bush -Jacoby- Classe Caracteristicas Algumas
Bush-Jacob X
ush-dacoby Medeiros Molecular Substratos CAor EDTA funcionais enzimas
2009 TZB*
1995
Alta hldrqhse as 5, @l AT e
cefalosporinas em P99. ACT-1
1 1 C Cefalosporinas. N N relagdo as benzil- Ci\/IY—Z ?
penicilinas e hlldrohsa as FOX-1, MIR-1
cefamicinas.

Aumento de hidrélise as
le NI C Cefalosporinas. N N Ceftazidimas e de outras  GC1, CMY-37
oximino-B-lactamicos.

Alta hidrolise das benzil-

2a 2a A Penicilinas. S N penicilinas em relagdo as PC1
cefalosporinas.
Penicilinas,
primeiras Hidrolisa igualmente a ~ TEM-1, TEM-2,
2b 2b A geragdes de S N benzil-penicilinas e as SHV-1
cefalosporinas. cefalosporinas.

continua
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Tabela 1 - Classificacdo das B-lactamases desenvolvidas por Karen Bush e George
A. Jacoby em 2010 (conclusdo)
Grupo Busl(l} r.;l;)c(:)by cl fnibido por Caracteristi Al
Bush-Jacob -Ja - asse aracteristicas gumas
us 200agco y Medeiros Molecular Substratos CA or EDTA funcionais P
1995 TZB*
Cefalosporinas Alta hidrélise aos
de es ic tro oximino-fB-lactamicos TEM-3, SHV-2,
2be 2be A os ter?di do S N (cefotaxime, CTX-M-15,
P ceftazidime, ceftriaxone, = PER-1, VEB-1
monobactamico. X
Cefepima, Aztreonam).
Resisténcia ao acido
2br 2br A Penicilinas N N clavulanico, sulbactam e TEM-31(())’ SHV-
Tazobactam.
Aumento da hidrolise
Cefalosporinas das oximino-B-
Tbre NI A de espectro N N 1actam1.c0A5 C(')mblnra(.io TEM-50
estendido, com resisténcia ao acido
monobactamicos clavulanico, sulbactam e
Tazobactam.
2 2¢ A Carbenicilinas. S N Aumento da hidrolise  pgp.1, CARB-3
das carbenicilinas.
Carbenicilinas Aumento da hidrolise
2ce NI A X S N das carbenicilinas, RTG-4
Cefepima. . .
Cefepima e cefpirome.
2d 2d D Cloxacilina. v N Aumento da hidrolise da ~ OXA-1, OXA-
cloxacilina ou oxacilina. 10
Espectro Hidrolisa cloxacilina ou
2de NI D estendido das A% N oxacilina e oximino-f- OXA- 1115’ OXA-
cefalosporinas. lactamicos.
A Hidrolisa cloxacilina ou
2df NI D Carbapenémicos v N oxaciling e OXA-2438, OXA-
carbapenémicos.
Cefalosporinas Hidrolisa cefalosporinas,
2e 2e A de S N s30 n}lb_ldas por elc1do oy
espectro clavulanico mas ndo por
estendido. Aztreonam.
Aumento da hidrolise
L dos carbapenémicos, KPC-2, IMI-1,
2t 2t A Carbapenémicos v N oximino-f-lactdmicos, SME-1
cefamicinas.
Amplo espectro de
. hldrohAse .1nclu1nd0 ) IMP-1, VIM-1,
3a 3 B(B1) Carbapenémicos N S carbapenémicos mas nao
A CcrA, IND-1
monobactamicos
(Aztreonam).
L1, CAU-1,
B(B3) GOB-1, FEZ-1
Hidrolisa
3b 3 B(B2) Carbapenémicos N S preferencialmente os CphA, Sth-1
carbapenémicos.
Fonte: Karen Bush and George A. Jacoby. Updated Functional Classification of p-Lactamases. Antimicrob.

Agents Chemother. 2010; 54(3):969. (32). Adaptado. CA: Acido clavuldnico; TZB: Tazobactam.
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Uma caracteristica chave do grupo ESCPM de bactérias ¢ o potencial de
indugdo de niveis elevados de AmpC, na presenca de f —lactamicos, contudo, tais
efeitos sdo geralmente revertido quando o estimulo dos f — lactdmicos ¢ removido
3 Destas bactérias mutantes induziveis com hiperproducio constitutiva de f-
lactamases, podem multiplicar até 10° a 107, e sdo altamente resistentes aos
antibioticos beta-lactamicos.

Outro dado importante ¢ que estes antibioticos sao rapidamente inativados
por estas beta-lactamases, sendo assim, a resisténcia ¢ facilmente documentada in
vitro, e pode ocorrer rapidamente em vivo ©'3%3%).

Um estudo elaborado por Mendes e colaboradores, avaliou um total de 36.614
isolados coletados de mais de 60 centros médicos (2000-2007), e demonstrou que
taxas de resisténcia mediada por producao desreprimidas de AmpC sdo maiores em
Enterobacter cloacae (26,6 - 38,7%), em comparagdo com outras espécies e,
geralmente, mais elevadas para isolados das regides da América Latina e Asia-

Pacifico ®°.

1.4 Mecanismos de resisténcia aos p-lactimicos

A resisténcia aos PB-lactamicos pode ser associada a trés mecanismos: I)
limitacao do acesso intracelular da droga através da sua membrana externa, por meio
da impermeabilidade ao antibiético (perda de porina de membrana externa ¢ bomba
de efluxo), associado a uma producdo de enzimas do tipo AmpC cefalosporinase € ou
B-lactamases de espectro estendido ESBL; IT) degradagdo do antibidtico por meio de

enzimas hidrolisadoras da droga como a producao de carbapenemases do tipo serina
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e metalo-f-lactamases e III) protecdo dos alvos da droga por meio da alteragdao das

PBPs %32 como apresentado na Figura 1, a seguir.

Inativacio enzimatica

1) B-lactamases

Bomba de efluxo
Pl

B-lactamicos

® iii) Efluxo

ii) Porina modificada

Porina

Diminuicdo da permeabilidade

da membrana externa

Membrana externa

Figura1- Mecanismos primdrios de resisténcia aos [-lactdmicos em

Enterobacteriaceae

Canais hidrofilicos formados por porinas permitem a absor¢do de B-lactamicos através
da membrana externa da bactéria. No espaco periplasmatico, as moléculas dos [3-
lactamicos ligam irreversivelmente as proteinas de ligagdo a penicilina (PBP), que
conduz a inibi¢do da sintese do peptidoglicano. Mecanismos primarios da
resisténcia aos P-lactimicos em Enterobacteriaceae incluem o seguinte: (i) a
inativacdo enzimatica do antibidtico pelo cromossoma e / ou enzimas codificadas por
plasmideos que possuem atividade hidrolitica contra moléculas dos B-lactamicos, (ii)
redu¢do da permeabilidade da membrana externa através da produgdo de porinas
modificados, a perda de expressdo de porinas, ou uma mudanga no tipo de porinas
encontrados na membrana externa, ¢ (iii) o efluxo do antibidtico para o exterior da
bactéria através da producdo de uma bomba de efluxo. Fonte: Nordmann, et.al., 2012
@ Adaptado.

1.5 Carbapenémicos

Devido ao surgimento de f —lactamases de espectro estendido (ESBL) e com

o advento de cepas multirresistentes, a classe de antimicrobiano mais utilizado por
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mais de uma década para tratamento de infecgdes por estes micro-organismos foram
os carbapenémicos ©?. Os carbapenémicos sdo os agentes mais potentes prescritos
na atualidade, que podem ser utilizados no tratamento de infec¢des adquiridas no
ambiente hospitalar ou na comunidade causada por enterobactérias multirresistentes,
devido seu amplo espectro de atividade antibacteriana e sua excelente estabilidade a
hidrolise pela maioria das B-lactamases, incluindo [-lactamases de espectro
estendido (ESBL) e cefalosporinases AmpC ©*).

Os carbapenémicos sdao antibidticos B-lactdmicos que inibem a sintese da
parede bacteriana pela sua ligacao e inativacao das proteinas ligadoras de penicilinas
(PBPs). Os carbapenémicos mais usados atualmente sdo: o Imipenem, o Meropenem,
Ertapenem e mais recentemente o Doripenem (33. 40 Entretanto, apenas Imipenem,
Meropenem e o Ertapenem sdo disponiveis para uso clinico no Brasil ©®®. Estes
agentes antimicrobianos sdo cruciais para o tratamento de infec¢des hospitalares,
infeccdes relacionadas com transplantes, internagdes em UTI, e cirurgias. No
entanto, na ultima década a resisténcia aos carbapenémicos vém aumentando
consideravelmente, gerando uma grande preocupacio mundial ?**%.

O uso generalizado dos carbapenenémicos levou ao aparecimento de espécies
de enterobactérias resistentes a esses antimicrobianos em diversas localizagoes
geograficas em todo o mundo ©* *"**?. Como exemplo deste aumento, temos um
estudo recente conduzido por Lefevre et al, em 2013 na Franga, que avaliaram em 6
meses a colonizagdo por bacilos Gram-negativos resistentes ao Imipenem em 523
pacientes de uma UTI. Foi realizado swab retal no momento da admissdo e
semanalmente. A taxa de colonizacdo por bacilos Gram-negativos resistentes ao

Imipenem, incluindo E. cloacae ¢ E. aerogenes aumentou de 5,6% para 58, 6% ao
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fim de 6 meses. O uso de Imipenem por 1 a 3 dias aumentou em 5,9 vezes o risco de
aquisicdo de colonizagdo por Gram-negativos resistentes ao Imipenem e em 7,8
vezes para aqueles que usaram por tempo maior .

Outros fatores que podem ter contribuido para esta alta resisténcia aos
carbapenémicos, além do seu uso abusivo nos hospitais, sdo: 1) alto uso de outros
antibioticos em humanos e animais ocasionando um efeito seletivo na microbiota
intestinal, 2) contaminacdes em ambientes hospitalares facilitando a troca de material
genético entre as bactérias, 3) contaminacdes de bacterias multirresistentes do
ambiente hospitalar para o meio ambiente se propagando para comunidade, 4)
aumento de pacientes estrangeiros em todos paises e 4) altas trocas de pacientes entre

hospitais facilitando a entrada e saida de pacientes infectados por micro-organismos

resistentes aos carbapenémicos.

1.6 Testes realizados para determinar resisténcia aos carbapenémicos

Os sistemas automatizados Vitek ®, Vitek 2®, BD Phonix ®, Walk-Away ®,
sdao muito utilizados em hospitais de grande porte no mundo, pois além de identificar
as bactérias, estes permitem a execussao do teste de sensibilidade com maior rapidez.
Esta rapidez de liberacdo dos resultados, se deve ao sistema de detec¢ao de Optica
capaz de medir alteracdes discretas de crescimento bacteriano. A interpretagao dos
resultados de sensibilidade estdo de acordo com as normas do CLSI em nosso patis,
embora esta metologia nao seja padronizada por este mesmo instituto.

Estes testes sdo semi-quantitativos, pois avaliam de duas a quatro diluigdes
que representam os limites de sensibilidade e de resisténcia a cada antimicrobiano,

sendo assim, ndo fornecem o resultado exato da concentragdo inibitéria minima
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(CIM) da droga. Por apresentarem periodo curto de incubagao, podem nao identificar
corretamente resisténcia aos antimicrobianos, pois algumas bactérias sdo capazes de
adquirir mecanismos de resisténcia induziveis, um exemplo, sdo as espécies de
Enterobacter que apresentam resisténcia mediada por B-lactamases cromossomicas
induziveis (AmpCs).

A nota técnica N° 01/2013, Medidas de prevencao e controle de infecgao por
enterobactérias multiresistente, da ANVISA, comenta que a determinacao de
Concentragdes Inibitorias Minimas para Imipenem, Meropenem, Tigeciclina,
Polimixina B ou Colistina, pelo método automatizado nao ¢ mandatdria para guiar no
tratamento.

O E-test ¢ um método quantitativo, baseado numa combinagao dos conceitos
de testes de diluicdo e difusdao. Ele quantifica diretamente a sensibilidade
antimicrobiana. Este teste consiste em uma fita plastica fina, inerte e nao porosa de
Smm largura ¢ 50 mm de comprimento, que possui um gradiente exponencial pré-
definido do antibidtico seco e estabilizado, onde seu gradiente reflete uma faixa
continua de concentracao, que varia de 0,016 a 256 mcg/mL ou 0,002 a 32 mcg/mL
dependendo do antimicrobiano. Sua interpretacdo pode ser realizada segundo os
critérios do CLSI, no entanto, esta metodologia nao ¢ padronizada pelo CLSI.

O método de disco-difusdo ¢ realizado dispensando os discos de
antimicrobianos sobre a placa de agar apos a aplicacdo do indculo bacteriano com
aproximadamente 1 a 2 x 10° UFC/mL. Uma placa de 150mm pode conter até 12
discos de antimicrobianos, que sdo feitos de papel filtro empregnado com
antimicrobianos em concentra¢des fixas e distribuidas comercialmente. Todo seu

procedimento e sua interpretagdo sdo padronizados pelo CLSI.
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De todas as técnicas de avalia¢dao da sensibilidade antimicrobiana, as técnicas
quantitativas sdo consideradas o padrao ouro, isto €, para confirmacao da CIM, sdo
teste de microdiluigdo em caldo e teste de diluicdo em 4gar, dependendo do
antimicrobiano utilizado, que sdo padronizadas pelo CLSI, os quais sao utilizados em
todos laboratorios de referéncia do mundo.

O teste de agar diluicdo ¢ realizado pela incorporacdo de concentragdes
seriadas e logaritimas de um antimicrobiano nas placas de Petri com meio de cultura,
similar ao teste de microdilui¢do, onde ao invés de ser em placas com agar, estas
concentragdes de antimicrobianos sao diluidos em caldo em placas estéries de 96
POGOs.

Existem alguns estudos interessantes que compararam os trés métodos Vitek
2, E-test e microdilui¢do em caldo no ano de 2009 em 2 isolados de E.cloacae para o
antimicrobiano Meropenem, o primeiro isolado apresentou CIM VITEK 2: >16
mg/L, E-test: 6 mg/l e seu CIM em microdiluicao em caldo foi: 8 mg/L com gene
VIM e o segundo isolado apresentou CIM VITEK 2: >16 mg/L, E-test: 6 mg/l e seu
CIM em microdiluigdo em caldo foi: 4 mg/L com gene VIM, embora os resultados
apresentaram resisténcia a CIM teve uma variagao de até 4 concentragdes, 0 mesmo
ndo aconteceu com E.coli que ocorreu uma divergéncia nos resultados, o isolado
sensivel foi liberado como resistente pelo Vitek e E-test .

Outro estudo com 50 isolados de E.cloacae demonstou dicordancia nas
concentragdes inibitdrias minimas para Ertapenem nos métodos Vitek-2, E-test e
agar diluicdo, onde o Vitek 2 apresentou CIM mais altos que outros métodos, 11

. L, . . . . 4
isolados que eram sensiveis foram liberados resistentes no Vitek 2 .
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1.7 Interpretacao dos Pontos de Cortes para Carbapenémicos

A interpretagdo e a comparagao de resultados de sensibilidade deve levar em
consideragdo a concentragdo inibitoria minima da metodologia utilizada e o ano que
este resultado foi liberado (realizado). Assim, os critérios mais utilizados sdo as
padronizagdes testes de sensibilidade da Europa denominada EUCAST- European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing ¢ dos USA CLSI- Clinical and
Laboratory Standards Institute.

Anualmente os pontos de cortes sdo reavaliados, assim mudangas nos pontos
de corte dos antimicrobianos podem ocorrer e os laboratérios devem permanecer em
constante atualiza¢do, como demonstra a Tabela 2. Lembrando, que estes mesmos
pontos de corte sdo utilizados em metodologias como E-test e sistemas
automatizados como Vitek, que ndo sdo padronizados por estes comités, somente o
método de disco difusdo e microdiluicdo em caldo e em agar sao padronizados.
Assim, estudo retrospecticos devem levar em consideragdo todas informagoes

obtidas de cada ano do comité que seu pais segue como referéncia.

Tabela 2 - Pontos de cortes do CLSI e EUCAST para analisar a resisténcia aos
carbapenémicos

Pontos de corte CLSI EUCAST
2005 2009 2010/2015 2015

Valor de corte

Antimicrobiano S I R S I R S I R S/1 .
para triagem

Ertapenem <2 4 >8 <2 4 =8 <025 05 =1 <0,25 >0,12
Imipenem >16 <1 2 >4 <1 >1

<
Meropenem <4 8 =216 <2 4 =8 <1 2 >4 <1 >(0,12

o)

V
—_
o)
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oo
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1.8 Mecanismos de resisténcia aos Carbapenémicos em Enterobacter spp

Embora, mencionados anteriormente todos mecanismos de resisténcia as [3-
lactamases. As espécies de Enterobacter podem se tornar resistentes aos
carbapenémicos devido a sua superproducao de AmpC B- lactamase da Classe C de
Ambler associado com perda de proteina de membrana e /ou producdo de
carbapenemases da Classe A, B e D de Ambler. Atualmente ja se sabe que alguns
isolados apresentam resisténcia quando héa associagdo de perda de proteina de
membrana com producao de ESBL da Classe C de Ambler, como demonstra a Figura

2.

Grupe Funcional (Bush- Jacob)

[B-lactamases

Serina Metalo (Zn)

I Grupo 2
(2f)

Classe Molecular

L 4 h
'Classcc ' lClasscA I lC-IasscD l IClasse‘Bl

OXA 48, LMIP,
l ilgigc_l ' bé lé\fgsl 'ss, 23, 24, I l VIM, l
. 181 NDM

Classe C, Classe A ou Classe D ecom bomba de efluxo efou perds de porina
Bomba de
/ Efluxo

-

Grupe 2 be com bomba de efluxo efon perdn de porina
Bomba de
SBL (C /’ Efluxo
ESBL (Grupo 2 be)

S -

Classe A, CouD

Figura 2 -  Esquema dos mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos
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1.8.1 p-lactamases AmpC

Como mencionados anteriormente, os isolados de Enterobacter sao
produtores constitutivos das beta-lactamases AmpC. Esta enzima possui uma massa
molecular de 34 a 40 kDa. Estas sdo cefalosporinases do grupo funcional 1 e classe C
de Ambler, segundo a classificacdo molecular das B-lactamases de Bush-Jacoby-
Medeiros (Figura 1), que sdao capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas
(incluindo a terceira geragao de cefalosporinas, mas geralmente, ndo os compostos da
quarta geragao) e monobactamicos. Em geral, estas enzimas do tipo AmpC sdo
fracamente inibidas pelos inibidores de ESBL classicos, especialmente o &cido
clavulanico. Mas, seus melhores inibidores sdo: Cloxacilina, Oxacilina ¢ Aztreonam
(46)

Existem os genes AmpC que sdo induziveis localizados no cromossomo, que
sao ACT-1, DHA-1, DHA-2 e CMY-13 e existem outros genes AmpC mediados por
plasmideos que sdo derivados apartir dos genes induziveis que se tornaram maveis.
Estes ultimos frequentemente sao encontrados ao redor do mundo em enterobactérias
nosocomiais € nado-nosocomiais. Os genes deste grupo sio CMY onde foram
encontrados 43 alelos diferentes (http://www.lahey.org/Studies/), FOX com sete
variantes, ACC, LAT, MIR, com quatro variantes, ACT e MOX com tres variantes e
DHA com duas variantes.

Em algumas bactérias, as enzimas AmpC sdo induziveis e sdo expressas em
niveis elevados devido a mutagdes. A hiper expressdo confere resisténcia as
cefalosporinas de espectro estendido incluindo: Cefotaxima, Ceftazidima,
Ceftriaxona. Sendo um problema, principalmente em infec¢des causadas por E.

aerogenes ¢ E. cloacae, onde um isolado inicialmente sensivel pode se tornar
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resistente durante a terapia. E em espécies de Enterobacter elas estdo relacionadas
com aumento de resisténcia aos carbapenémicos quando associadas a outros
mecanismos como perda de porina, ja descrito anteriormente 7.

Para detectd-las rapidamente sdo utilizados testes fenotipicos que sao
baseados na inibi¢ao por cloxacilina, que podem detectar sua hiperproducao. Outra
metologia que podemos realizar sdo os testes moleculares como: PCR e
sequenciamento do DNA da bactéria “® *. Embora, os estudos destes genes sejam
importantes principalmente os genes AmpC mediados por plasmideos por permitir

visualizar sua mobilidade em outras bactérias, poucos estudos foram realizados em

isolados de E. aerogenes e E. cloacae.

1.8.2 Enzimas capazes de hidrolisar os carbapenémicos

Dentre as diferentes classes de B-lactamases, as carbapenemases, pertencem a
familia mais versatil por sua ampla atividade hidrolitica a maioria dos antibioticos [3-
lactamicos, além de apresentarem uma fraca inibi¢ao por inibidores de B-lactamases
comerciais. As enzimas carbapenemases estdo envolvidas na resisténcia aos
carbapenémicos. Elas pertencem em sua maioria a duas classes moleculares,
distinguiveis pela conformacao de seu sitio ativo, as carbapenemases de classe A e as
metalo-B-lactamases de classe B. Mas também temos a classe D que sdo as
oxacilinases que também estao relacionadas com uma participagao da resisténcia aos
carbapenémicos, como apresenta a Tabela 1 (32,50, 51)

As trés grandes familias de serino-carbapenemases de classe A incluem as

enzimas NMC/IMI (Imipenemase/ non-metallo carbapenemase-A), SME (Serratia

marcescens enzyme) ¢ KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), que se
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caracterizam por hidrolisar uma ampla variedade de antibioticos PB-lactamicos,
incluindo: Carbapenémicos, Cefalosporinas, Penicilinas e Aztreonam e podem ser
inibidas pelo Acido-clavulanico e Tazobactam. O quarto tipo de enzima desta classe
sao as GES (Guiana extended-spectrum), que apresentam uma pequena taxa de
hidrélise ao Imipenem ©?,

A NMC-A foi a primeira classe de carbapenemase identificada em um isolado
clinico de E. cloacae em 1990 na Franga em um paciente que recebeu tratamento
com Imipenem. A NMC-1 hidrolisa Aminocarbopenicilinas, Cefalotinas, Imipenem e

(0. 53 Sua atividade ¢ parcialmente inibida pelo Acido clavulanico,

Aztreonam
Tazobactam e Sulbactam. Ja a SME-1, foi identificada em dois isolados de Serratia
marcescens em Londres no ano de 1982, e apresentavam resistencia as
Cefalosporinas, Imipenem e Aztreonam. A IMI-1 foi o terceiro tipo de
carbapenemase da classe A identificada em dois isolados de E. cloacae no Sul da
Califérnia em 1984 ©%.

A enzima KPC ¢ atualmente a serino-carbapenemase de maior importancia. O
primeiro relato desta enzima ocorreu em 2001 nos EUA **Y. A enzima KPC confere
resisténcia a todos os P-lactdmicos, incluindo: Penicilinas, Cefalosporinas,
Monobactamicos e Carbapenémicos. Muitos isolados que contém o gene codificador
desta enzima apresentam altos niveis de resisténcia aos carbapenémicos. As ultimas
serino-carbapenemases identificadas foram as enzimas do tipo GES, que apresentam
baixa atividade contra os carbapenémicos ©°®.

Dentre todas estas enzimas, as carbapenemases conhecidas como KPC-2,
KPC-3 e KPC-4, sdo as mais descritas, tanto em isolados de E. aerogenes como de E.

(6, 57, 58)

cloacae , como demonstra Tabela 3 e 4. Um estudo conduzido por Marchaim
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et al., 2008, detectou a presenca de varios clones que possuiam a carbapenemase
KPC-2, neste mesmo estudo foi observado que os pacientes que foram mais afetados
por estes micro-organismos eram imunocomprometidos, tiveram multiplos

% Estudos

procedimentos invasivos, ¢ evoluiram com alta taxa de mortalidade ¢
demonstram que a disseminacdo global de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos tém sido amplamente atribuida a disseminagdo de uma cepa
dominante de Klebsiella pneumoniae (KPC) ©*%?. A sua rapida disseminacdo pelo
mundo em diversas enterobactérias se deve a localizagdo de seu gene blakpc. Esse
gene codificador de KPC esta localizado em plasmideos transferiveis em regides
conservadas denominados transposons Tn3 Tn4401 ©% ).

Um exemplo de um estudo que deixa explicito a importancia da detec¢do
rapida destes genes, para um controle maior nos surtos hospitalares e sua
disseminagdo para outras Enterobactérias, foi realizado por Mathers et al., nos
Estados Unidos em 2011 . Os autores descreveram em um surto de KPC,
infeccOes causadas por enterobactérias resistentes aos carbapenémicos com alta
transmissdo horizontal de um plasmideo entre as linhagens e espécies de
Enterobactérias. Dos 16 isolados identificados de 14 pacientes, foram encontradas 6
espécies e 4 géneros de bactérias durante os primeiros 8 meses do surto. Dos 11
isolados, 9 abrigaram 0 mesmo plasmideo que carreava o gene blakpc ¢,

As Metalo-B-lactamases (MBLs) sdo B-lactamases pertencentes a classe B
de Ambler que hidrolisam todos os B-lactdmicos, com excecdo dos Monobactamicos
(Aztreonam) e sdo resistentes aos inibidores de B-lactamases. O mecanismo de

hidrolise destas enzimas é dependente de dois ions zinco divalentes no sitio ativo da

enzima, o que resulta na sua caracteristica inibicdo por EDTA ou compostos
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derivados de acido tidlico que tem a propriedade de quelar o cation zinco divalente
(56,64)

Como todas as p-lactamases, as MBLs podem ser codificadas
cromossomicamente ou transmitidas através de elementos genéticos moveis. O
primeiro relato de MBL adquirida em um patdégeno de importancia clinica foi em
1991, no Japdo, em um isolado de Pseudomonas aeruginosa resistente ao Imipenem
e a outros antimicrobianos anti-pseudomonas Y. Desde entdo inameras MBLs foram
identificadas e atualmente sdo conhecidas seis tipos de MBLs: IMP (Imipenemase),
VIM (Verona Imipenemase), SPM (Sao Paulo metalo B-lactamase), GIM (German
Imipenemase), SIM (Seoul Imipenemase) e a mais recente NDM-1 (New Delhi) ©*.

A disseminacdo de MBLs plasmidiais em patdégenos de relevancia clinica
como P. aeruginosa, Acinetobacter spp e membros da familia Enterobacteriaceae em
varios paises, mostrou que este mecanismo de resisténcia € um problema de satde,
pois limita as op¢des de tratamento para infecgdes causadas por estes patogenos Y.

Dentre todas as Metalo-B-lactamases mencionadas, a NDM-1 ¢ a enzima que
vém gerando maiores preocupacdes. Esta enzima foi descrita pela primeira vez em
2009, em isolados de K. pneumoniae ¢ E. coli de um paciente hospitalizado em New
Delhi na India ©>. Nos meses seguintes varios paises como: Canad4, EUA, Suécia,
Reino Unido, Austria, Bélgica, Franca, Japao, Africa, Australia, China, entre outros,
reportaram esta enzima, evidenciando a sua rapida disseminag¢do “. Em 2012, foi
identificada cepa de Enterobacter cloacae em tulceras de pé diabético na india ©”. E

no Brasil ja foi descrita em E. cloacae, E. coli (ANVISA, 2013) e em uma

publicacdo recente em Providéncia rettigeri Y.



Introdugao 23

O gene denominado blaxpw.1, ja foi identificado em K. pneumoniae, E. coli,
E. cloacae, Proteus spp, Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca, Morganella
morganii, Providencia spp e Acinetobacter baumanni. E foi também demonstrado
que este gene pode estar presente em diferentes plasmideos o que proporciona a sua
transferéncia entre diferentes géneros e espécies de bactérias. Bactérias que possuem
genes codificadores desta enzima sdo comumente resistentes a quase todos os grupos
de antibioticos, incluindo: Fluoroquinolonas, Aminoglicosideos e B-lactamicos,
especialmente Carbapenémicos, mas sao sensiveis a Colistina e as vezes a
Tigeciclina .

Outras p-lactamases que estdo relacionadas com resisténcia aos
carbapenémicos, sdo as oxacilinases da classe D de Bush & Jacoby (Tabela 1), que
também estdo amplamente distribuidas entre as espécies de bactérias Gram-negativas
clinicamente relevantes ®%. Um elevado grau de diversidade é observado nos niveis
bioquimicos e genéticos dessas enzimas, que podem exibir um espectro amplo de
hidrolise dos B-lactamicos. Atualmente este grupo incluem aproximadamente 232
enzimas, onde varias linhagens distintas dentro do grupo OXA s3ao muito divergentes
de enzimas que adquiriram a capacidade de hidrolisar os carbapenémicos ©¥. Os
subtipos mais importantes de oxacilinases que levam resisténcia aos carbapenémicos
sdo: OXA-23, OXA-24, OXA-50, OXA-51, OXA-55, OXA-58 e OXA-143. Estudos
relatam que as oxacilinases podem conferir resisténcia apenas moderada para
bactérias patogénicas, € sua acao ¢ apenas complemento, pois pode atuar juntamente
com outros mecanismos de resisténcia tais como deficiéncia de porinas e expressao
de bomba de efluxo. Como comentado anteriormente este grupo de enzimas ¢

variavel, podendo ser codificado em plasmideos e cromossomos 7.
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Descri¢des esporadicas ou surtos hospitalares envolvendo OXA-48 em
isolados de K. pneumoniae, E. coli ou E. cloacae vém sendo cada vez mais crescente,
e relacionadas com transferéncia de pacientes hospitalizados de areas endémicas,
estes quadros tém sido relatados em paises como Franca, Alemanha, Espanha, Paises
Baixos ¢ Reino Unido . Um estudo elaborado por Xia Y e seus colaboradores
em 2012, encontrou entre 8 isolados de E. cloacae, 5 isolados que continham o gene
OXA-1 com perfis totalmente divergentes um do outro ®*. O primeiro isolado de E.
cloacae, apresentava juntamente com OXA-1, IMP-8, CTX-Ml14 e Amp-C
conhecida como Act-1, com CIMS >8 mg/L para Ertapenem e 2 mg/L para
Imipenem, o segundo isolado apresentou OXA-1, IMP-8 ¢ TEM, com CIMS>8 mg/L
para Ertapenem e < 1 mg/L para Imipenem, o terceiro isolado apresentava OXA-1,
IMP-8, com CIMS 4 mg/L para Ertapenem e¢ < 1 mg/L para Imipenem, ja o
pentltimo isolado s6 apresentava OXA-1, com CIMS > 8 mg/L para Ertapenem e < 1
mg/L para Imipenem e o ultimo isolado apresentava os genes OXA-1, IMP-8, CTX-
M14, com CIMS > 8 mg/L para Ertapenem e < 1 mg/L para Imipenem ©°.

Na Franca em 2012, em um estudo conduzido por Birgy et al., foram
encontrados outros perfis de beta-lactamases, dos trés Enterobacter cloacae
encontrados 1 apresentava KPC-3, OXA-9, TEM-1, com CIMS de 32 mg/L para
Ertapenem e 32 mg/L para Imipenem, 16 mg/LL para Meropenem e¢ 8 mg/L. para
Doripenem e os outros 2 apresentavam hiper produgdo de Amp C, com CIMS de 4
mg/L para Ertapenem e 0,5 mg/L para Imipenem, 0,5 mg/L para Meropenem e 0,5
mg/L para Doripenem .

No Brasil, Andrade e colaboradores em 2011, encontraram 5 isolados de E.

cloacae, todos apresentando OXA-9 ¢ TEM-1, o que demonstra a grande capacidade
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que estes micro-organismos tem para se tornarem cada vez mas resistentes aos

carbapenémicos "¢

. Um surto recente, ocorrido em um hospital de Jerusalém,
identificou 29 isolados de Klebsiella pneumoniae, todos pertencentes a um tnico
clone e dois isolados de E. cloacae ®”. Todos os isolados possuiam os genes blaoxa-
48 ¢ blacTx-M-14, que estavam localizados no mesmo plasmideo 7.

Outro importante mecanismo relatado na literatura atualmente na espécie de
Enterobacter, que nao pertencem a estes grupos de carbapenemases que foram
descritas anteriormente, mas que pode levar a resisténcia aos carbapenémicos ¢ a
producdo de ESBL em combinacdo com alteracdo na permeabilidade da membrana
externa @ 375257
As PB-lactamases de espectro estendido (ESBL), sdo enzimas que pertencem
ao grupo 2be no Bush-Medeiros-Jacoby e a Classe A no sistema Ambler. Em geral
estas enzimas, sao capazes de hidrolisar as Penicilinas (por exemplo, Ampicilina e
Piperacilina), Cefalosporinas da primeira, segunda, terceira e quarta geragdo ¢ a
Monobactamicos como Aztreonam, mas nao as Cefamicinas ou Carbapenémicos
(Tabela 1).

Os grupos clinicamente mais importantes de ESBLs sdo as enzimas CTX-M,
seguido de SHV e derivados de TEM, sendo um grupo muito heterogéneo
apresentando mais de 700 beta-lactamases ja descritas. As ESBLs, particularmente
TEM e SHV sao facilmente inibidas por inibidores de P-lactamases disponiveis
comerciamente, como: Acido clavulanico, Tazobactam ou Sulbactam, J& as enzimas
CTX-M sdo inibidas facilmente por Tazobactam e hidrolisam melhor Cefotaxima e

Ceftriaxona. Estas propriedades (inibidores) servem como teste fenotipico para sua

detecc¢ao.
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A grande maioria das ESBLs ¢ constituida de enzimas adquiridas, codificadas
em genes localizadas em plasmideos. Sendo, assim, estas enzimas sao expressas em
varios niveis e diferem entre si nas suas caracteristicas bioquimicas e atividades
contra B-lactamicos especificos (ex: Cefotaxima, Ceftazidima e Aztreonam).

Assim, o nivel de expressao, as propriedades de uma enzima e a presenga
simultdnea de outros mecanismos de resisténcia, resulta em uma grande diversidade
de fendtipos de resisténcia observados em isolados de ESBL positivos. Esta incrivel
capacidade de adaptacdo, originando potentes enzimas, acabam por dificultar
tratamentos e métodos eficazes para sua identificagao.

Estas enzimas ESBLs, cada vez mais vem sendo identificadas em isolados
clinicos do mundo inteiro, inclusive em E. aerogenes ¢ E. cloacae, como demonstra
a Tabela 3 e 4. Atualmente, métodos de sequenciamento permite identificar mais
rapidamente variantes destas enzimas, que estdo descritas no site www.lahey.org.

Um estudo recente conduzido no Chile por Wozniak, 2012, demostra que
isolados de Enterobacter spp apresentaram resisténcia aos carbapenémicos ndo pela
presenca de genes codificadores de carbapenemases e sim devido a enzimas ESBL e
AmpC 78),

Portanto, como visto anteriormente, as carbapenemases da classe A (KPC),
classe B (IMP, VIM, NDM), ou classe D oxacilinases, descritas por Karen Bush and
George A. Jacoby em 2010, s3o determinantes importantes na resisténcia aos
carbapenémicos ¢ um fator que temos que destacar ¢ que seus genes estdo
principalmente localizados em plasmideos ou estdo associados a vdrias estruturas
genéticas moveis como sequéncia de insercdo, integrons e transposons, por isso,

temos observados a grande preocupacdo em relacdo a este assunto, pois estes
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recursos que a bactéria tem em seu favor, acabam favorecendo sua propagacdo no
ambiente hospitalar, proporcionando a resisténcia a multiplos antibidticos, incluindo
os carbapenémicos, drogas estas que sdo de ultima escolha ®%. Assim, nos ultimos
anos varias carbapenemases foram identificadas em E. aerogenes ¢ E. cloacae

resistentes aos carbapenémicos, que estao descritas nas tabelas 3 e 4 a seguir.
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Tabela 3 - [-lactamases encontradas em Enterobacter aerogenes resistentes aos
carbapenémicos

Enterobacter aerogenes

Enzima  Data/Pais Data CIMIMI CIMMER CIMERT Referéncia

Classe A KPC-2  Estados Unidos 2005 DA4al6  DA4a8 DA 8 (32) Bratu, 2005
Serino p-lactamase KPC-2 Franga 2012 DA DA DA>32 (3) Nordamann,2012
KPC-2  China 2013 DA 4 DA2 DA 48 (36) Zhou, 2013
KPC2  China 2014 DA 4-16 DA 4-32 DA 8-16 (39) Qin, 2014.
KPC2  Brasil 2015 ECIM50>32 ECIM50>32  ECIM50>32  (27) Tavares, 2015.
KPC3 Estados Unidos 2015 MAla2 MAla2 MA2a4 (29) Ahn, 2014
Classe B IMP-1 Franga 2008 R - - (39) Biendo, 2008.
Metalo f-lactamase VIM-2 Franga 2008 R - - (39) Biendo, 2008.
NDM-1  China 2015 DA 216 DA4a8 - (41) Chen, 2015
Oxacilinases
ESBL TEM-24  Franca 2008 E.32 - E.>32 (2) Levrefre, et al. 2013
TEM-1  Reino Unido 2012 DA 16 DA 4 DA 16 (23) Doumith, 2009.
TEM-20  Franca 2008 R (39) Biendo, 2008.
Beta-lactamase de TEM-20  Franca 2008 R (39) Biendo, 2008.
espectro estendido TEM-24  Franca 2008 R - - (39) Biendo, 2008.
SHV-5  Franca 2008 R - - (39) Biendo, 2008.
SHV-12  Franca 2008 R - - (39) Biendo, 2008.
SHV-12  Estados Unidos 2015 MA2 MA 1 MA 4 (29) Ahn, 2014
SHV-154 Estados Unidos 2015 MA 1 MA 1 MA2 (29) Ahn, 2014
CTX-M-15 Estados Unidos 2015 MA2 MA2 MA 4 (29) Ahn, 2014
TEM-141 Brasil 2015 ECIM50>32 ECIM50>32  ECIM 50>32 (27) Tavares, 2015.
CTX-M-59 Brasil 2015 ECIM50>32 ECIM50>32  ECIM 50>32  (27) Tavares, 2015.
CTX-M8 Brasil 2015 ECIM50>32 ECIM50>32  ECIM50>32  (27) Tavares, 2015.
CTX-M-97 Brasil 2015 ECIM50>32 ECIM50>32  ECIM50>32 (27) Tavares, 2015.
CTX-M-15 Brasil 2015 ECIM50>32 ECIM50>32  ECIM50>32  (27) Tavares, 2015.
SHV-120 Brasil 2015 ECIM50>32 ECIM50>32  ECIM 50>32 (27) Tavares, 2015.
AmpC ACT Chile 2012 DC8al6 <4a8 2a>8 (25) Wozniak, 2012.
MIR Chile 2012 DC8al6 <4a8 2a>8 (25) Wozniak, 2012.
DHA-1  China 2013 - - - (42) Shou, 2013

DF: Disco difusdo; E: E-test; DC: Diluigdo em Caldo; DA: Diluigdo em dgar e MA: Método automatizado.

Referéncia da Tabela 3 e 4, primeiro numero tabela, segundo referéncia: 1 (67); 2 (43); 3(79); 4 (80);
5(81); 6 (82); 7 (83); 8 (84); 9 (85); 10 (86); 11(23); 12 (87); 13 (88); 14 (89); 15 (90); 16 (91); 17
(92); 18 (93); 19 (94); 20 (95); 21 (96); 22 ESCMID 2009; 23 (97); 24 (98), 25 (99); 26 (100), 27
(101); 28 (76); 29 (102); 30 (103); 31 (104); 32(105); 33(106); 34(75); 35(58); 36 (107); 37(39);
38(108); 39 (109); 40(110); 41(111); 42(57)
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Tabela 4 -

B-lactamases encontradas em Enterobacter cloacae resistentes aos

A .
carbapenemlcos
Enterobacter cloacae
Enzima Data /Pais Data CIM IMI CIM MER CIM ERT Referéncia
Classe A KPC-3 Estados Unidos 2003 DA 16 DA 4 DA 16 (32) Bratu, 2005
Serino KpPC-2 China 2008 DA 32 DA 32 - (5) Cai, 2008
B-lactamase KPC-2 Israel 2008 E4a=32 E2a=32 E4a=32 Chmilnitsky, 2008
KPC-2 Estados Unidos 2009 - - R (31) Marschall, 2009
KPC-2 China 2009 DA =32 - - (30) Wu, 2010
KPC-2 Franca 2012 DA.1-24 DA 0,75-16 DA 1.,5-32 (3) Nordamann,2012
KpC-4 Reino Unido 2012 DA 8 DA 8 DA =16 (23) Doumith, 2009.
KpPC-3 Franca 2012 DA 32 DA16 DA 32 (34) Birgy, 2012
KPC Brasil 2013 EO0,75a =32 E 0,75 a =32 E3a=32 (35) Jaskulski, 2013.
KPC-2 Brasil 2015 ECIM 50=32 ECIM 50= 12 ECIM 50 =32 (27) Tavares, 2015.
IMI-1 California 1984 DC =32 DC 4 - (8) Rasmussen, 1996
IMI-2 China 2006 DC 64 DC 32 DC 32 (16) Yu, 2006.
IMI-2 Finlandia 2009 =32 =32 =256 (22) Koskela, 2009.
KPC-2 Estados Unidos 2015 MA 0,5a MA 0.25a 6 MA 0.25a2 (29) Ahn, 2014
KPC-3 Estados Unidos 2015 MA 2a 32 MA 1a64 MA 2a 128 (29) Ahn, 2014
NMC-A Estados Unidos 2003 E32DC4 E =32 E =32 (20) Pottumarthy, 2003
NMC-1 Argentina 2004 DC 32 DC 8 - (21) Radice, 2004.
NMC-A Franca 2012 DA. 16 DA 16 DA =32 (3) Nordamann,2012
Classe B IMP-8 Taiwan 2002 DA 0,25a 4 DA 0,25a 2 - (14) Yan, 2002
Metalo B-lactamase IMP-4 Australia 2005 DC=8 DC =8 - (19) Peleg, 2005.
IMP-1 China 2008 DA 2 DA 4 DA 16 (4) CHEN, 2009
IMP-1 Franca 2012 DA 8-32 DA 2-=32 DA =32 (3) Nordamann,2012
IMP-8 China 2012 DA =1-2 - DA 4-=8 Xia, 2012
IMP-8 China 2013 DA 1 DA1 DA2 (36) Zhou, 2013
IMP-4 China 2013 DA 0,25 DA 0,5 DA 2 (36) Zhou, 2013
VIM-2 Korea 2003 DA 4 DA 4 - (11) Jeong, 2003.
VIM-1 Italia 2004 8 8 - (24) Castanheira, 2007.
VIM-1 Grécia 2005 DC 512 DC 125 E =32 (13) Galani, 2005.
VIM-5 Turquia 2005 DC2 DC 4 - (17) Gacar, 2005.
VIM-1 Italia 2008 DC 32 DC 8 - (10) Perilli, 2008
VIM-1 Italia 2009 DC <0,12a2 Dc 0,006 a2 Dc 0,25 a 8 (18) Falcone, 2009.
VIM -1 Espanha 2009 E1 E1l E 1,5 (9) Trevino, 2009
VIM-1 Espanha 2009 EB8 E 0,5 EO0,19 (9) Trevino, 2009
VIM-12 Grécia 2010 El1 E 1,5 - (15) Panopoulou, 2010.
VIM-31 Belgica 2012 MA 4 MA =16 - (12) Boagaerts, 2012.
NDM-1 Franca 2012 DA 2 DA 2 DA16 (3) Nordamann,2012
VIM-1 Franca 2012 DA 1-=32 DA 0,5-=32 DA 0,38-=32 (3) Nordamann,2012
NDM-1 India 2010 E. 4-8 E. 16-32 E. 8-16 (1) Khan, et al. 2012
NDM-1 Brasil 2013 - - - (40) Rosalis, 2014
NDM-1 Romenia 2013 E 16a 32 E8a 16 E =32 (33) Székely, 2013
Oxacilinases OXA-1 India 2010 E. 4-8 E. 16-32 E. 8-16 (1) Khan, et al. 2012
OXA-9 Brasil 2011 - - - (28) Andrade, 2011.
OXA-48 Espanha 2011 DC2 DC 4 DC 4 (6) Torres, 2013
OXA-9 Franca 2012 DA 32 DA16 DA 32 (34) Birgy, 2012
OXA-48 Franca 2012 DA 0,5-1 DA 0,5 -1,5 0,5-16 (3) Nordamann,2012
OXA-1 China 2012 DA =1-2 - DA 4-=8 Xia, 2012
ESBL TEM-1 Taiwan 2002 DA 0.25a 4 DA 0,25a 2 - (14) Yan, 2002.
Beta-lactamase de SHV-2 Taiwan 2002 DA 0.25a4 DA 0.25a2 - (14) Yan, 2002.
espectro estendido SHV-12 Italia 2008 DC 32 DC 8 - (10) Perilli, 2008
SHV-12 Franca 2008 E. 32 E. =32 (2) Levrefre, et al. 2013
SHV-12 Israel 2008 E4a =32 E2a=32 E4a=32 Chmilnitsky, 2008
SHV-12 Italia 2009 DC1l1laZ2 DC 2 DC2a8 (18) Falcone, 2009.
CTX-M-15 India 2010 E.4-8 E. 16-32 E. 8-16 (1) Khan, et al. 2012
SHV-1 India 2010 E.4-8 E. 16-32 E. 8-16 (1) Khan, et al. 2012
TEM-1 India 2010 E.4-8 E. 16-32 E. 8-16 (1) Khan, et al. 2012
TEM-1 Algeria 2010 DA 2 - - (7) Souna, 2014
CTX-M-1 Algeria 2010 DA 2 - - (7) Souna, 2014
TEM-1 Reino Unido 2012 DA 1a8 DA 0,5a 8 DA 4a=>=16 (23) Doumith, 2009.
CTX-M-3 China 2013 DA 1 DA1 DA2 (36) Zhou, 2013
CTX-M-14 China 2013 DA4 DA4 DAS (36) Zhou, 2013
CTX-M-14 China 2012 DA =1-2 - DA 4-=8 Xia, 2012
CTX-M-3 China 2012 DA =1 -8 - DA =8 Xia, 2012
CTX-M-2 Brasil 2013 E 0.,38-a 0,75 EO0.,75a 0,5 E4a6 (35) Jaskulski, 2013.
CTX-M-15 Brasil 2013 - - R (26) Seki, 2013.
SHV-5 Estados Unidos 2015 MA 0,5a 32 MA 0,25a 64 MA 0,25-128 (29) Ahn, 2014
CTX-M-5 Estados Unidos 2015 MA 2 MA 2 MA 4 (29) Ahn, 2014
TEM-1 Brasil 2011 - - - (28) Andrade, 2011.
TEM-1 Franca 2012 DA 32 DA16 DA 32 (34) Birgy, 2012
TEM-141 Brasil 2015 ECIM 50=32 ECIM 50= 12 ECIM 50 =32 (27) Tavares, 2015.
CTX-M-8 Brasil 2015 ECIM 50=32 ECIM 50= 12 ECIM 50 =32 (27) Tavares, 2015.
CTX-M-15 Brasil 2015 ECIM 50=32 ECIM 50= 12 ECIM 50 =32 (27) Tavares, 2015.
CTX-M-9 Brasil 2015 ECIM 50=32 ECIM 50= 12 ECIM 50 =32 (27) Tavares, 2015.
SHV-2a Brasil 2015 ECIM 50=32 ECIM 50= 12 ECIM 50 =32 (27) Tavares, 2015.
ACT-1 Algeria 2010 DA 2 - - (7) Souna, 2014
AmpC ACT Chile 2012 DC=0,5a 16 =4 a=16 4a=8 (25) Wozniak, 2012.
MIR Chile 2012 DC=0,5a 16 =4a=>=16 4a=8 (25) Wozniak, 2012.
DHA Chile 2012 DC 16 =4 =8 (25) Wozniak, 2012.
ACT-1 China 2012 DA 2 - DA 8 Xia, 2012

DF: Disco difusao; E: E-test; DC: Diluicao em Caldo; DA: Diluicdo em agar e MA: Método automatizado.
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1.8.3 Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae resistentes aos

carbapenémicos no Brasil

Dados brasileiros que descrevem resisténcia aos carbapenémicos em isolados
de Enterobacter spp sdo escassos. Estudo brasileiro avaliou a sensibilidade aos
carbapenémicos (Imipenem, Meropenem e Doripenem) de Enterobactérias de 18
centros; dos 70 Enterobacter spp avaliados; 25.7% foram resistentes ao Imipenem;
2.8% ao Meropenem e 5.7% ao Doripenem “0),

O gene codificador blakpc foi descrito em isolados clinicos de E. cloacae no
Rio Grande do Sul '? ¢ Porto Alegre . Recentemente Andrade e colaboradores
encontraram 6 isolados de Enterobacter cloacae que apresentavam o gene KPC-2 ©°
e em 2009 a 2011 foram identificados isolados de E. aerogenes, com presenca de
KPC em 7 estados do Brasil, os quais foram: Espirito Santo, Minas Gerais, Brasilia,

Goiais, Pernambuco, Ceara, Alagoas e Bahia (79)

. O que alerta para possivel
disseminagdo desse gene nos hospitais brasileiros (Tabela 2).

No Brasil, em 2013, Jaskulski e colaboradores, avaliaram a resisténcia a
Ertapenem, em um estudo que incluiu 128 amostras de K. pneumoniae e
Enterobacter spp, resistentes ao Ertapenem. Os genes detectados foram blarem em
52,9% e 10,3% , blasnv em 29,4% e 0,94% , bla crx-mem 41,4% ¢ 1,9% e bla crx-m-2
em 23,5% ¢ 1,9% respectivamente de isolados de K. pneumoniae e Enterobacter
cloacae. O gene blakrc, esteve presente em 12,6% dos Enterobacter spp. As porinas
da membrana externa, OmpC e OmpF estavam presentes em 6,6% de isolados de E.

cloacae. Estes resultados indicam que varios mecanismos de resisténcia contribuiram

para o potencial fracasso terapéutico da terapia efetuada com carbapenémicos e
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apontam para a necessidade de melhores métodos de deteccdo e estratégias de
vigilancia ©®.

Em 2013 ocorreu no pais o primeiro surto por enterobactérias positivas para
NDM-1 (New Delhi Metallo-B-lactamase) ou blaxom, que colonizou seis pacientes,
todos confirmados laboratorialmente. Os casos confirmados possuiam mediana de

idade de 67 anos ©*™) todos eram portadores de doengas de base graves e

comorbidades. Recentemente, foi confirmada a coloniza¢do por Enterobacter

cloacae, E. coli, Providencia rettigeri ©“® (13)

e Klebsiella pneumoniae que

carreavam o gene blanom-1 em hospitais brasileiros.

ortatesa

RIC GRANDE
DO NORTE

4

Figura 3 - Distribui¢do do gene blaKPC em isolados de Enterobacter aerogenes e
Enterobacter cloacae no Brasil. % Locais onde foram identificados
isolados de E. aerogenes e¢/ou E. cloacae, que apresentavam o gene
KPC
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1.8.4 Impermeabilidade da Membrana Externa (Porinas e Bomba de efluxo)

A membrana externa (ME) de bactérias Gram-negativas desempenha um
papel crucial na resisténcia bacteriana, pois ela compde uma camada extra de
protecao para o micro-organismo sem comprometer a troca de material necessario
para sustentar sua vida. Ao combinar uma bicamada lipidica com proteinas altamente
hidrofobicas formadoras de poros que possuem propriedades especificas de exclusao

(4115 por isso a

de tamanho, a ME atua como uma poderosa barreira
permeabilidade da membrana tem um importante papel na sensibilidade dos micro-
organismos (Gram-negativos frente aos antibidticos, pois pequenas drogas
hidrofilicas, tais como B-lactamicos, utilizam porinas para facilitar seu acesso ao
interior das células, enquanto outras drogas como os macrolideos e drogas

hidrofobicas se difundem através da bicamada lipidica '* !9

Portanto, a
modifica¢ao na composi¢ao de lipideos e proteinas da membrana externa que levam
a diminui¢do ou perda de uma proteina ou porina da membrana externa (ME) podem
reduzir o acesso de antibioticos ao espago periplasmatico, uma vez que os [3-
lactamicos tém que cruzar a membrana externa das bactérias Gram-negativas através
de OMPs (%119,

Estudos recentes mostraram que a resisténcia aos antimicrobianos nos Gram-
negativos esta relacionada com modificagdes no perfil das (MEs), tanto no tamanho
como na redugdo dos niveis de expressdo ou na presenca de porinas mutadas, que
restringem a entrada do antimicrobiano, e diminuem sua concentragdo interna,
conferindo assim, resisténcia a varias classes de antibidticos (78.116) " A resisténcia aos

carbapenémicos por perda ou diminuicao de expressdo da porina ja foi relatada em

varios estudos em diferentes espécies da familia Enterobacteriaceac em todo o
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mundo, inclusive em Enterobacter aerogenes @7, 114, “6), como também em

Enterobacter cloacae ' 'Y,

Nas enterobactérias até o momento foram encontradas trés porinas com
importancia na resisténcia bacteriana. A OmpC e seu homoélogo OmpK36 de 36kDa
encontrada na Klebsiella pneumoniae e Enterobacter spp ¢ Ompl em Serratia
Marcescens, OmpF e seu homologo OmpK35 de 35 kDa encontrada em K.
pneumoniae ¢ Enterobacter spp ¢ Omp 2 em Serratia marscencens e, uma terceira
proteina denominada OmpA que atua fracamente na resisténcia bacteriana . Sabe-
se que a selegdo in vivo de mutantes deficientes destas porinas sdo originadas de
espécies produtoras de AmpC ou ESBL que foram expostas a terapias prévias com
antibioticos carbapenémicos .

O i1solamento de uma cepa de E. aerogenes resistente ao Imipenem, apontou a
porina OprD como responsavel pela permeabilidade ao Imipenem. Estudos
confirmaram posteriormente que esta mesma proteina permitia a difusdo facilitada de
carbapenémicos através da membrana externa ' Y. Em outro estudo, foi descrito
que a resisténcia ao Imipenem em um isolado de E. aerogenes estaria associada com
a falta de expressdo das proteinas de membrana externa dos analogos da OmpC (42
kDA) e OmpF (39kDA) o que resultou na diminui¢do da susceptibilidade ao
Meropenem e Cefepima @7,

Pages et al, apresentaram dados valiosos quando analisaram o perfil das
porinas de 45 isolados clinicos de E. aerogenes resistentes aos B-lactamicos obtidos
de hospitais franceses, destes 44% mostraram perda da porina OMP C (45 kDA),

com aumento da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) de Cefepima, Imipenem e

Cefotaxime. Muitas cepas deste estudo apresentaram atividade constitutiva ou
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induzida de P-lactamases, mas outras ndo apresentavam nenhuma atividade de
enzimas. Os autores, concluiram que nestas ultimas linhagens a resisténcia aos
antibioticos pareciam originar essencialmente de perda de porinas. Assim, podemos
considerar que o mecanismo de redugdo de permeabilidade de membrana externa ¢
uma estratégia eficiente que as bactérias adquiriram para sua sobrevivéncia quando
expostos a estes antimicrobianos % 12122,

A resisténcia por impermeabilidade de membrana ¢ atribuida também ao
mecanismo de efluxo, caracterizado pela expulsdao da droga do interior da bactéria
como consequéncia de uma hiperexpressdo de sistemas de bombas de efluxo,
reduzindo drasticamente a absor¢do do farmaco devido a perda de porinas de
membrana. Este sistema foi descrito pela primeira vez como um mecanismo de
resisténcia a tetraciclina em Escherichia coli. Nos anos seguintes, varios mecanismos
de efluxo foram descritos em bactérias Gram-negativas, sendo atualmente

considerado como um dos principais determinantes de resisténcia antimicrobiana ¢**:

124)

Até o momento, ja foram descritas 6 familias de sistema de efluxo: (1) Major
facilitator superfamily (MFS); (2) “Adenosine triphosphate-binding cassete
superfamily (ABC)”; (3) “Small Multidrug resistante (SMR)”; (4) “Resistance-
nodulation-cell division superfamily (RND)”; (5) “Multidrug and toxic compound
extrusion family (MATE)”; (6) “Drug/metabolite transporter superfamily (DMT)”.
No entanto, as bombas de efluxo associadas a resisténcia aos antimicrobianos de
importancia clinica, geralmente pertencem as familias RND e MFS. Nas
Enterobactérias este mecanismo contribui tanto para sua resisténcia intrinseca como

adquirida "*¥.
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A bomba de efluxo mais importante em isolados clinicos de E. aerogenes ¢ a
AcrABTolC, que expele uma grande variedade de compostos, incluindo detergentes
e agentes antimicrobianos, como as quinolonas, tetraciclinas e cloranfenicol. Esta
bomba de efluxo foi identificada como mecanismo de resisténcia em isolados de E.

(125-127) A atividade da bomba de efluxo em véarios

aerogenes multiresistentes
isolados clinicos resistentes foi caracterizada por meio de diferentes inibidores de
bomba de efluxo que competem com o efluxo de antibioticos.

Estudos demonstraram que o inibidor de bomba de efluxo fenilalanina-
arginina - naftilamida (PABN) ¢ capaz de bloquear o efluxo envolvido na resisténcia
a cloranfenicol em isolados clinicos de Enterobacter aerogenes '*®. Mas, o inibidor
CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) parece ter efeito mais
significativo contra os carbapenémicos. Um estudo recente feito por Qin et al. em
2014, na China utilizou CCCP associado com Imipenem, Meropenem e Ertapenem
em isolados de E. aerogenes resistentes a carbapenémicos e produtores de KPC-2 e
foi observado a atividade da bomba de efluxo em alguns isolados para imipenem e
meropenem %%,

Um importante estudo demonstrou que a duragdo de cinco dias de tratamento
com Imipenem, pode levar ao desenvolvimento de isolados de Enterobacter
resistentes ao Imipenem, decorrente da diminui¢do de sintese de porina juntamente
com expressio do sistema de bomba de efluxo “*. Outro estudo, corroborou o papel
da alteragdo da membrana externa na resisténcia aos carbapenémicos em isolados de

Enterobacter, os autores demonstraram a associa¢do da alteracdo fisiologica da

membrana externa de isolados de E. aerogenes decorrente da reducao de LPS, perda
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da porina Omp35 e hiperexpressao de bomba de efluxo AcrABTolC, com resisténcia
aos carbapenémicos 7.
No entanto, poucos estudos avaliaram a atividade da bomba de efluxo com o

inibidor CCCP nos isolados de E. aerogenes ¢ E. cloacae resistentes aos

carbapenémicos no mundo.

1.9 Controle e prevencio de Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos.

Na realidade, a verdadeira prevaléncia de bactérias produtoras de
carbapenemase permanece desconhecida, porque muitos paises no mundo ndo
relatam a susceptibilidade de espécies de Enterobacter. Portanto, a disseminagao
mundial de Enterobacteriaceae carreando carbapenemases representa uma ameaga
para a saude publica e requer estratégias dirigidas para deteccdo e controle de
infeccdes causadas por estes micro-organismos.

Para Patrice Nordmann et al. (2012), a identificacdo precoce de cepas
produtoras de carbapenemase ¢ obrigatoria para evitar a disseminagdo da resisténcia
associada a elementos genéticos moveis e infecgdes dificeis de serem tratadas .
Apesar de muitos relatos de cepas produtoras de carbapenemase serem relacionados
a isolados nosocomiais, uma das preocupagdes mais importantes ¢ a propagacao de
genes codificadores de carbapenemase na comunidade, particularmente em E. coli @.

Um estudo conduzido por Aubron et al. em 2005 identificou 30 isolados de
Gram-negativos resistentes ao Imipenem nos rios americanos entre 1999 a 2001. Os
autores identificaram isolados de Enterobacter asburiae em rios, indicando um

reservatorio ambiental de enterobactérias resistentes ao Imipenem, inclusive E.

cloacae que carreavam genes carbapenemases. Dado preocupante pois temos
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propagacdo destes micro-organismos ja na natureza, podendo causar infec¢des na
comunidade e ndo s6 no ambiente hospitalar '*%.

No ambiente hospitalar, a detec¢ao de pacientes infectados e / ou colonizados
por Enterobacter spp resistentes aos carbapenémicos deve ser implementada para
evitar surtos, um procedimento que pode ser considerado ¢ o uso de ferramentas
moleculares desenvolvidas para esse proposito 2.

Assim, algumas medidas de prevencdo devem ser realizadas e colocadas em
pratica constantemente, como: 1) Programas de educagdo para os médicos e
profissionais da saude a respeito da reducao de risco de transmissao de espécies de
Enterobacter e outros patogenos hospitalares que devem ser implantados em todos os
hospitais; 2) Formacao de uma equipe de controle de infec¢ao hospitalar em todos os
hospitais que executem o seu trabalho ativamente; 3) Boas praticas de prescri¢ao de
antibidticos; 4) Observar se a desinfeccdo no ambiente hospitalar estd sendo
realizada de maneira efetiva; 5) Acompanhamento constante da incidéncia de
resisténcia do Hospital, 6) Aprimoramento constante dos profissionais que trabalham
no laboratorio e outros profissionais da saude 8) Atualizagdo das metodologias
realizadas nos laboratorios, e se for possivel modernizar o laboratério de
microbiologia introduzindo técnicas moleculares; 8) Incentivar todos profissionais da
saude a realizar estudos sobre resisténcia para estes, terem consciéncia da sua
importancia em seu trabalho; 9) Profissionais do hospital, administradores e
estudantes devem ter consciéncia acima de tudo, que o trabalho bem realizado, ¢ o
trabalho onde tém o respeito mutuo, onde um dos seus propdsitos ¢ a melhoria da
saude de seu proximo, assim, deve se levar em consideragdo, que um trabalho de

equipe multi-disciplinar ¢ fundamental e deve ser feito com amor, sempre com o



Introdugao 38

intuito de reduzir as taxas de infecgdes hospitalares. 10) E os administradores,
responsaveis e professores devem levar em consideragdo que o ensino, isto €, o
conhecimento ¢ o Unico caminho a percorrer para uma redugdo destas infec¢oes

hospilares e comunitarias de micro-organismos multirresistentes.

1.10 Justificativa do Trabalho

r

A resisténcia aos carbapenémicos na familia Enterobacteriaceae ¢ um
fendmeno emergente que tem importancia clinica e epidemiologica. Entretanto, estes
mecanismos de resisténcia sdo descritos especialmente em isolados de espécies de
Klebsiella spp, mas em outras enterobactérias como as espécies de Enterobacter,
poucos estudos foram conduzidos. Portanto, um estudo que avalie a clonalidade e os
mecanismos de resisténcia do Enterobacter spp aos carbapenémicos sera util para
compreensdo da epidemiologia desse agente e para o delineamento de medidas de

controle e prevencao da disseminacao da resisténcia aos carbapenémicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Caracterizar os mecanismos de resisténcia dos isolados de Enterobacter

aerogenes e Enterobacter cloacae resistentes aos carbapenémicos.

2.2 Objetivos secundarios

Determinar a sensibilidade dos isolados de E. cloacae e E. aerogenes aos
seguintes antimicrobianos: Imipenem, Ertapenem, Meropenem, Tigeciclina,
Polimixina B, Cefepima e Fosfomicina.

Determinar a linhagem clonal dos isolados de E. aerogenes ¢ E. cloacae

resistentes aos carbapenémicos.
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3 METODOS

3.1 Identificacdo e armazenamento dos isolados de Enterobacter spp

As amostras bacterianas isoladas de pacientes internados no Hospital das
Clinicas de Sao Paulo, Hospital Geral de Itapecerica da Serra (HGIS) e do Hospital
de Londrina no periodo de 2005 a 2011, foram armazenadas no banco de cepas do
Laboratorio de Investigacdo Médica (LIM 54) do Departamento de Moléstias
Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Posteriormente, os isolados de Enterobacter spp foram semeados em agar
MacConkey e isolados em Agar sangue. Para confirmar sua pureza, estes foram
armazenados em caldo BHI-glicerol e estocados em freezer -70°C. Para sua
reidentificacdo utilizamos a prova Bioquimica denominada Rugai Modificado e o

método semi-automatizado API 20E (BioM¢érieux- Francga).

3.2 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

3.2.1 Determinacido da Concentra¢ao Inibitéoria Minima (CIM) — Diluicdo em

caldo (Microdilui¢ido)

Os antimicrobianos testados para determinar as CIMs dos isolados de E.
aerogenes e E. cloacae multirresistentes foram os seguintes: Imipenem/cilastatina
sodica (Merck & Co. Inc., Elkton, EUA), Meropenem (Astra Zeneca), Ertapenem
(Sigma Chemical, St. Louis, Mo.), Sulfato de Polimixina B (Sigma Chemical, St.
Louis, Mo.), Cloridrato de Cefepima (Bristol-Myers Squibb, Guayaquil, Equador),

Tigeciclina (Sigma).
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Os antimicrobianos testados possuem em seu réotulo as seguintes informagoes:
numero do lote, prazo de validade e a poténcia expressa em Ul/mg ou pg/mg. A
solucdo estoque dos antimicrobianos foi preparada a uma concentragdo final de
10mg/mL. Para cada antimicrobiano foi empregado o solvente adequado, conforme
os procedimentos padronizados pelo CLSI (2012). Para calcular a quantidade

necessaria do antimicrobiano foi utilizada a seguinte formula:

Volume (mL) x Concentragdo (mg/mL)

Peso (mg) =
Poténcia (mg/ml)

Para o preparo das dilui¢des na microplaca foi adicionado um volume de
50pL de meio de cultura Caldo Mueller-Hinton Cation Ajustado (CMHCA) em
todos os pocos da microplaca, exceto na coluna 1.

Em todos os pogos da coluna 1 foi adicionado 100uL da dilui¢do em
concentragdo mais alta do antimicrobiano testado. Com uma pipeta multicanal, foi
realizada a dilui¢do seriada do antibidtico, pipetando 50uL do primeiro poco da linha
A (Al) para o segundo pogo da linha A (A2). Posteriormente, foi realizada a
homogeneizagdo com a pipeta e em seguida foi pipetado 50uL. do pogo A2 para o
A3. Segue-se este mesmo procedimento até o pogo All, tendo este um volume final
de 100uL, o qual foi designado como controle de esterilidade (ndo foram
acrescentadas células bacterianas neste poco, com a finalidade de verificar a possivel
ocorréncia de contaminacdo durante a diluicdo do antimicrobiano). O ultimo pogo de

cada linha (A,-H;;) foi utilizado como controle de crescimento bacteriano, ou seja,
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aos 50 ul de meio de cultura CMHCA, foram adicionados mais S0uL. da suspensao
bacteriana (diluida 1:100).

A suspensdo foi preparada a partir de uma placa com crescimento bacteriano
de 18 a 24 horas, esta suspensdo bacteriana na escala 0,5 de McFarland (~1,5 x 10®
UFC/mL) foi realizada com auxilio do DensiChek. Posteriormente esta suspensdo foi
diluida 1:100 em solugdo fisiologica (~1,5 x 10°UFC/mL). Logo apds o preparo da
suspensao bacteriana, sem exceder 30 minutos, S0puL da suspensdo bacteriana diluida
foi adicionada nos pocos 1 a 10 e no pogo 12 de todas as colunas (A a H).
Posteriormente a realizacdo de todo experimento, as microplacas foram incubadas a
37°C por 16 a 20 horas (CLSI, 2012) e sua leitura foi realizada em local iluminado,
com auxilio de um espelho para leitura de microplacas. A CIM foi determinada de
acordo com a observacdo macroscopica de crescimento bacteriano nos pogos da
microplaca por dois pesquisadores, quando necessario foi utilizado Tecan ®. As
leituras do CIMs foram comparadas com os pontos de corte propostos pelo CLSI
(2012) e reportados como sensivel (S), intermediario (I) e resistente (R) (Tabela 5).
Lembrando que para cada antimicrobiano proposto neste estudo, foram utilizados

cepas ATCC para confirmagao da metodologia empregada CLSI 2012.
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3.2.2 Determinacio da Concentracido Inibitéoria Minima (CIM) — Diluicio em
agar

Para o antimicrobiano denominado Fosfomicina (SIGMA), a identificagdo da
concentragcdo inibitoria minima foi realizada pela metodologia de agar diluicdo
(CLSI, 2012). Esta metodologia foi efetuada através da incorporagdo de
concentragodes seriadas e logaritmicas do antimicrobiano Fosfomicina (256 pg. mL —
0.25 pg. mL em placas de Petri individuais contendo Agar Mueller- Hinton
acrescidos com 25 mg/litro do suplemento G-6-P (Glucose 6- phosphate — Sigma)),
conforme estudo de Cueto, 2006 e Lu, 2011. O 4gar Mueller- Hinton foi preparado
com 10% a menos de agua destilada.

A preparacao do indculo bacteriano foi realizada apds o crescimento das
bactérias em placas de agar MacConkey e posteriormente semeadas em Agar sangue
e incubadas por 18 — 24 horas. Como o auxilio de alga de semeadura, colonias
isoladas de E. aerogenes ou E. cloacae foram transferidas para tubos Vitek
(BioM¢érieux), contendo 2 mL de salina (NaCl). A suspensdo bacteriana na escala 0,5
de McFarland (~1,5 x 10° UFC/mL) foi medida por um turbidimetro digital
(DensiChek™ Plus - BioMérieux), apos a realizagio da suspensdo, a mesma foi
diluida 1:10.

Posteriormente, as amostras bacterianas diluidas foram inoculadas
simultaneamente sobre a superficie do Agar Mueller-Hinton utilizando um multi-
inoculador com 24 pinos, o qual dispensa de 1 a 3 puL. contendo aproximadamente o
inéculo final de 1 x 10* UFC mL. As placas inoculadas foram incubadas a 37° C por
16 a 18 horas. Apoés este periodo a CIM foi interpretada de acordo com a observagao

macroscopica de crescimento bacteriano nos meios contendo diferentes
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concentracoes ¢ sua CIM foi determinada como a menor concentracdo de
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano, de acordo com as
recomendacoes do documento M7-A6 de 2003.

Como controles de qualidade dos testes realizados foram utilizadas as cepas.
Escherichia coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, Saphylococcus aureus
ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212. Os isolados testados foram
classificados como sensiveis (S), intermediario (I) e resistente (R), de acordo com os
pontos de corte proposto pelo CLSI de 2012 (Tabela 5).

Tabela S- Pontos de corte proposto pelo CLSI 2012 para determinar a
sensibilidade dos agentes antimicrobianos para o método de

Microdiluicdo em Agar para Fosfomicina e em caldo para os demais
antimicrobianos estudados

Enterobacteriaceae

Antimicrobianos Ponto de Corte

S | R
Imipenem <1 2 >4
Meropenem <1 2 >4
Ertapenem <0,25 0,5 >1
Tigeciclina <2 4 >16
Polimixina B <2 4 >8
Cefepima <8 16 >32
Fosfomicina * <64 128 >256

Fonte: Clinical and Laboratory Standards Institute. Performace Sandards for antimicrobial
Susceptibility Testing; Twentieth Information Supplement, CLSI document M100-S22, Wayne,
Pennsylvania, 2012. *Fosfomicina/ diluigio em Agar
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3.3 Testes Moleculares

3.3.1 Reacdo de cadeia da polimerase (PCR) para deteccido do gene de

resisténcia aos carbapenémicos

A extracdo do DNA foi realizada segundo o protocolo proposto pelo Kit do
fabricante da Amersham Pharmacia Biotech, para realizacao de extragdo de DNA de
bactérias Gram-negativas, nomeado como: GenomicPrep'™ and Tissue DNA
Isolation Kit.

Todos isolados de Enterobacter spp foram submetidos a metodologia de
PCR, para investigar a presenca de genes de carbapenemases, foram utilizados

primers (iniciadores) especificos para cada gene, como demonstra a tabela 6 a seguir.

Tabela 6 - Primers utilizados para identificacdo das carbapenemases Serino, Classe

A de Ambler

Me.cafnsr.no de Gene Sequéncia de Iniciadores (5°-3") Tamap ho Referéncia

resisténcia Amplicon
CAGAGCAAATGAACGATTTC

Carbapenemase bl axmic/m 502pb Pasteran, 2009
TGGTACGCTAGCACGAATAC
ATGTCACTGTATCGCCGTCT Bradford et al.

Carbapenemase blakpc 893pb ’
TTTTCAGAGCCTTACTGCCC 2004
ATGCGCTTCATTCACGCAC Kim et al.

Carbapenemase blages 846pb ’
CTATTTGTCCGTGCTCAGG 2007
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3.3.2 Reacdo de cadeia da polimerase (PCR) para deteccio de Metalo--

lactamases

Todos isolados de Enterobacter spp foram submetidos a metodologia de
PCR, para detec¢ao das enzimas metalo-- lactamases.

Para investigar a presenca destes genes relacionados a resisténcia aos
carbapenémicos, foi realizada a técnica de PCR com primers (iniciadores)

especificos para cada gene, como demonstra a tabela 7 a seguir.

Tabela 7 - Primers utilizados para identificacdo das Metalo-B-Lactamases, Classe

B de Ambler
Mecanismo de Sequéncia dos iniciadores Tamanho
AT Gene . Referéncia

resisténcia (5-3") Amplicon
GAATAGAATGGCTTAACTCTC

Carbapenemase blapp. 188pb Mendes €t al., 2007
CCAAACCACTAGGTTATC
GTTTGGTCGCATATCGCAAC

Carbapenemase blayy., 382pb Biendo, 2008
AATGCGCAGCACCAGGATAG
TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC

Carbapenemase blagpy. 72pb Mendes €t al., 2007
CGGAACGACCATTTGAATGG
GTACAAGGGATTCGGCATCG

Carbapenemase blagp. 569pb Mendes €t al., 2007
TGGCCTGTTCCCATGTGTGAG
CTAATCGAGAGCCCTGCTTG

Carbapenemase blagpy 798pb Mendes et al., 2007
CCT TTTCCGCGACCTTGATC
GGCGGAATGGCTCATCACGA

Carbapenemase blanpm-1 287pb Chen et al., 2011

CGCAACACAGCCTGACTTTC
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3.3.3 Reacio de cadeia da polimerase (PCR) para deteccio das ESBLs

Todos isolados de Enterobacter spp foram submetidos a metodologia de
PCR, para detec¢ao das enzimas ESBLs.

Para investigar a presenga destes genes, se estdo relacionados a resisténcia
aos carbapenémicos, foi realizada a técnica de PCR com primers (iniciadores)

especificos para cada gene, como demonstra a tabela 8 a seguir.

Tabela 8 - Primers utilizados para identificacdo das ESBLs

Mecanismo Sequéncia dos iniciadores Tamanho .
.~ . QGene o . Referéncia
de resisténcia (5°-3") Amplicon
TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA Biendo. et
ESBL | 42 ’
& blaremiss GCTCACCGGCTCCAGATTTAT Opb 1. 2008
GCTCTAGAATTATTGCATCAGAAACCGTG Jeong, et al.
ESBL blacrxu. 893pb ’ ’
ACTXM2 (GGAATTCATGATGACTCAGAGCATTGG p 2007
TGCTTTGTTAATTCGGGCCAA Biendo, et
ESBL bla, 730pb ’
sV ATGCGTTATATTCGCCTGTG P al., 2008

3.3.4 Reacao de cadeia da polimerase (PCR) para detecciio da oxacilinase OXA-48

Todos isolados de Enterobacter spp foram submetidos a metodologia de
PCR, para deteccdo da enzima oxacilinase OXA-48.

Para investigar a presenga deste gene, se estdo relacionados a resisténcia aos
carbapenémicos, foi realizada a técnica de PCR com primers (iniciadores)

especificos para cada gene, como demonstra a tabela 9 a seguir.

Tabela 9 - Primer utilizado para identificagdo da Oxacilinase OXA-48 da Classe D

Mecanismo Sequéncia dos iniciadores Tamanho )
d .~ . GQGene i Referéncia
e resisténcia (5-3) Amplicon
GTAACAATGCTTGGTTCG Monteiro €t al.,

Oxacilinase  blagya.ag 177pb

TGTTTTTGGTGGCATCGA 2012.
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3.3.5 Reacdo de cadeia da polimerase (PCR) para deteccido da Bomba de

Efluxo (AcrART)

Para detec¢do da bomba de efluxo, foi realizada a reacdo de cadeia de
polimerase (PCR) para detec¢do dos genes: acrA, com os primers especificos

demonstrado na Tabela 10, conforme estudo de Perez et al., 2007.

Tabela 10 - Primers utilizados para identificacdo dos genes AcrART - Bomba de
Efluxo

Mecanismo de Sequéncia dos iniciadores Tamanho

o Gene . Referéncia
resisténcia (5-3) Amplicon

GATTATGATTCTGCCTTGGCCG
AcrART 130pb
CAATGCGACCGCTGATAGGGG

Bomba de
efluxo

Perez et al,
2007

3.3.6 Sequenciamento dos produtos amplificados

Apos a identificagdo do gene através da PCR, pelo menos um dos produtos
gerados para cada reagdo foi submetido a uma nova reacdo de PCR, com os
oligonucleotideos iniciadores de interesse para sequenciamento do gene e o gene
amplificado foi submetido a uma purificagio pelo kit GFX'™ PCR DNA and Gel
Band Purification (Ge healthcare) conforme instrucdes do fabricante. A
quantificagdo do DNA foi estimada através de uma corrida de eletroforese em um gel
de agarose a 2% utilizando o peso Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) e depois
enviado para sequenciamento.

O sequenciamento do DNA a partir dos produtos de PCR foi realizado

utilizando o MegaBACE 1000, um sistema de analise de DNA de 96 capilares com a
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tecnologia GE Healthcare. As reacdes de sequenciamento foram realizadas de acordo
com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye
Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase) codigo US81090. As
sequéncias foram analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando o Base
Caller Cimarron 3.12. A sequéncia genética foi comparada com banco de dados

disponivel na internet (BLAST — http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/blast/).

3.3.7 Técnica de Eletroforese de Campo Pulsado (PFGE)

As bactérias estudadas no presente trabalho foram repicadas em meio agar
sangue de carneiro 5% (AS) e incubadas por 18 as 24h, em temperatura de 35°C +
2°C. Trés a cinco colonias foram transferidas para tubos contendo 3 mL de caldo
Tryptic Soy Broth ¢ incubados a 35°C + 2°C, overnight.

ApoOs a incubagdo, o material foi posteriormente incubados cerca de 2 mL do
caldo com crescimento bacteriano foram transferidos aos microtubos, previamente
pesados e identificados. Os microtubos foram centrifugados por 20 minutos a 11.000
rpm. O sobrenadante desprezado e, em seguida, o sedimento foi lavado trés vezes
com ImL de solugdo fisiologica estéril. Apds a ultima lavagem, o sobrenadante foi
desprezado e o microtubo pesado em balanca analitica. A massa bacteriana foi
calculada e, em seguida, adicionamos um volume adequado de solucdo de EDTA
25mM pHS8, 0, obtendo uma suspensao bacteriana de concentragao final de
100pg/ulL.

Para o preparo dos blocos de agarose os blocos de DNA foram obtidos pela
mistura de 225ul. de tampao TEN (Tris 100mM, pH7,5; EDTA 100mM; NaCl

150mM) acrescidos de 25ul. da suspensao bacteriana ajustada a uma concentragao
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de 100pg/uL. Posteriormente a suspensdo foi homogeneizada e colocada em banho-
maria a 56 C, em seguida, foram adicionadas 30 mL de Lisozima a 20 mg/mL.
Depois de preparada a suspensdo adicionamos 250uL de agarose low melting (Bio-
Rad) a 2%, em tampao 0,5XTBE (Tris 0,089M; acido borico 0,089M; EDTA
0,002M). Estas misturas foram adicionadas em moldes especificos (Bio-Rad) e
refrigeradas (4°C) por 10 minutos.

Na etapa de extracio do DNA bacteriano, os blocos de agarose foram
removidos dos moldes e incubados em 2mL de tampao EC (Tris 6mM, pH7,5; NaCl
IM; EDTA 0,01M; Sarcosil 0,5%, Deoxicolato 0,2%) por 5 horas a 37°C, sob
agitacdo suave. ApOs este periodo, o tampao foi retirado e logo em seguida
acrescentado 2,0mL de tampao CHEF-TE (Tris 0,1M, pH7, 5; EDTA 0,1M). Apds
esta etapa foi realizada uma lavagem com este ultimo tampao e, em seguida, os
blocos foram deixados em temperatura ambiente, sob agitagdo suave, por 30
minutos. Apos o tempo estipulado retiramos o Tampao CHEF-TE, logo apos
adicionamos 2 mL do tampao ES (EDTA 0,4M, pH9, 3; Sarcosil 1,0%) até cobrir
todos os blocos e adicionamos em seguida 100uL de proteinase K (InVitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, 92008) e incubamos a 50 °C overnight. Apds este
periodo de incubagdo, os blocos foram lavados cinco vezes com 2,0mL de tampao
CHEF-TE, em intervalos de uma hora sob leve agitacdo. Apos a ultima lavagem, os
blocos foram guardados a 4°C.

Antes de realizar o tratamento enzimatico, os blocos de agarose foram lavados
cinco vezes com tampao DNS (Tris 0,1M, pH 8,0; Cloreto de magnésio SmM), em
intervalos de uma hora entre as lavagens, com incuba¢des de uma hora. Assim,

iniciou-se a etapa de restricdo enzimatica, onde adicionamos o tampao da enzima
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juntamente com a enzima de restrigdo Xbal FastDigest ® (InVitrogen) por amostra e
incubamos por 10 minutos em 37° C segundo fabricante.

Para finalizar, preparamos o gel de agarose a 1% (em TBE 0,5X). A
eletroforese foi realizada no sistema CHEF-DRII (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) e
o tampao de corrida utilizado foi o TBE 0, 5X, preparado em 2 litros acrescido de
200uL de tiouréa 0,5M (Silbert et al., 2003). Os padrdes de variacdo da corrente
elétrica (switch time) foram estabelecidos de acordo com o microrganismo estudado.
Para o Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae, as condigoes de corrida
foram de 5 a 60 segundos (switch time inicial-final), 6 V/cm (corrente elétrica) e
periodo de corrida de 23 horas. Apds a eletroforese, o gel foi corado com solugdo de
brometo de etidio (1pg/mL) por 40 minutos, descorados em agua destilada por mais
40 minutos e fotografados sob luz ultravioleta.

A matriz de similaridade entre as amostras foi inferida a partir das imagens dos
géis obtidas pelo PFGE, usando o programa Bionumerics versao 7.1 (Applied Maths)
com o método Dice e uma tolerincia de posi¢dao 1%, e posteriormente foi construida

um dendograma pelo método UPGMA.

3.3.8 Analise de Proteina da Membrana Externa

Células bacterianas de Enterobacter spp, crescidas overnight foram
subcultivadas em 45ml de caldo BHI e mantidas sob agitacdo a uma temperatura de
37°C. Apo6s incubagdo de 24 horas, essas células foram submetidas a uma
centrifugacdo de 5.000 rpm por 20 minutos e posteriormente suspensas em 5 mL de
Tris-HCl 30mM, ph 8.0. Apds a suspensdo das células as mesmas foram

centrifugadas a 5.000 rpm por 20 minutos e re-suspensas em tampao de fosfato
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sodico (PBS) a 10mM pH 7.0 acrescido com inibidor de protease fluoreto de fenil-
metil-sulfonila (PMSF) a ImM. As células foram sonicadas em gelo por 3 ciclos de 1
minuto cada, com intervalos de 1 minuto de resfriamento entre cada ciclo com o
auxilio de um sonicador, e seus restos celulares foram removidos por meio de
centrifugacdo a 4. 300 rpm por 15 minutos a 4°C, ou pelo tempo necessario para o
sobrenadante tornar-se limpido. O sobrenadante foi transferido para tubos de
ultracentrifuga contendo 7ml PBS a 10mM pH 7.0 acrescido de PMSF a ImM e
centrifugado a 30.000 rpm (Ultracentrifuga Beckamm — L8 70M, USA) por 120
minutos para a coleta das fragdes de membrana. O pellet resultante foi ressuspendido
com 150ul da solugdo tampao PBS a 10mM pH 7.0 acrescido de PMSF a 1mM.
100l deste volume foi tratado, com 800ul de sarcosil 2% e incubado a temperatura
ambiente por 20 minutos. Apos centrifugagdo de 15.000 rpm durante 60 minutos a
4°C, o sobrenadante foi descartado ¢ o pellet ressuspenso com 50ul de solugio
tampao PBS a 10mM pH 7.0 acrescido de PMSF a 1mM e mantido sobre
refrigeragdo a 4°C por 24 horas para solubiliza¢do das proteinas. Posteriormente foi
estocado a —20°C para posterior analise por SDS-PAGE.

As proteinas foram quantificadas pela metodologia de Bradford com o auxilio
do reagente de Bradford (BioAgency Laboratdrios) por espectrofotometria a 595nm
(GeneQuant Pro, GE) e posteriormente tratadas com acido beta-mercapto-etanol na
propor¢do de 2ul de &cido beta-mercapto-etanol para 10ul de proteina. Essas
proteinas foram levadas a fervura por 5 minutos com o tampao da amostra (Tris-HCl
0,5M, SDS 10%, Glicerina 20% e Azul de bromofenol 0,01%).

As proteinas estudadas foram aplicadas em géis de poliacrilamida previamente

fabricados de 12,5% (Ge Healthcare) em uma concentragdo de 20ng. A corrida



Métodos 55

eletroforética foi realizada no aparelho Multiphor II (GE) a 600 volts, 50 mA ¢ 30 W
por aproximadamente 60 minutos. Os pesos moleculares utilizados como marcadores
foram: 97,4 KDa (fosforilase B de musculo de ratos), 66,2KDa (albumina sérica
bovina), 45KDa (albumina de ovo), 31,0KDa (anidrase carbonica bovina), 21,51KDa
(inibidor de tripsina) e 14,4KDa (lisozima).

Como controles foram utilizados a cepa Enterobacter aerogenes ATCC13048,
segundo Bornet, 2003. Apos a eletroforese, o gel foi corado pelo kit PlusOne Silver

Staining Kit, Protein (Ge Healthcare) de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.4 Teste Fenotipico

3.4.1 Diluicdo em agar com Inibidor de Bomba de Efluxo CCCP (Carbonyl
cyanide m-chlorophenylhydrazone) para detec¢io da atividade da

Bomba de Efluxo

De acordo como os resultados obtidos no dendograma e na PCR da bomba de
efluxo AcrABTolIC, a atividade da bomba de efluxo de 5 E. aerogenese 5 E. cloacae
foi analizada por método de diluicdo em agar dos carbapenémicos com e sem
inibidor de bomba de efluxo. Para analizarmos sua atividade, tivemos que analisar as
concentragdes inibitorias minimas (CIM), pois estas sdao importantes para
determinarmos as agdes inibitorias minimas da bomba de efluxo.

Assim, para determinagdo do CIM, utilizamos a metodologia de diluigdo em
dgar com os antimicrobianos Imipenem, Meropenem ¢ Ertapenem, onde
incorporamos concentracdes seriadas e logaritmicas dos antimicrobianos estudados

(256 pg. mL — 0.125 pg. mL em placas de Petri individuais contendo Agar Mueller-
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Hinton), acrescidos ou ndo com o inibidor CCCP (Sigma) em trés concentracdes
diferentes 25pg/mL, 50pg/mL e 100pug/mL 3%,

Somente consideramos ativa a bomba de efluxo, quando observamos a
reducao do CIM do antimicrobiano estudado associado como o inibidor da bomba de
efluxo em pelo menos quatro diluigdes, quando comparada com seu CIM original
(sem inibidor) **.

Todas as analises foram realizadas de acordo com a padronizacdo do CLSI
(Diluicdo em &gar), os isolados foram realizados em triplicata e simultaneamente
executado com e sem inibidor de bomba de efluxo para sua validagdao, comparacao e

analise de resultados 3V,
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4 RESULTADOS

4.1 Identificacdo e distribuicio de Enterobacter aerogenes e Enterobacter

cloacae nos trés hospitais estudados

No periodo de 2005 a 2011, foram armazenados no banco de cepas do LIM-
54, 130 isolados de Enterobacter spp de pacientes de dois Hospitais de Sdo Paulo:
Hospital das Clinicas-FMUSP, Hospital Geral de Itapecerica da Serra - HGIS e de
um Hospital de Londrina, Parana: Hospital da Universidade de Londrina.

Todas as amostras foram identificadas inicialmente por Rugai Modificado,

sendo acrescentado o teste de motilidade, citrato e lisina, e posteriormente por API

20E — Biomerieux (Figura 4 e 5).

Figura4 - Foto do API (Biomerieux) para identificagdo das Enterobactérias
Fermentadoras de Glicose, demonstrando Enterobacter aerogenes

Figura5- Foto do API (Biomerieux) para identificagdo das Enterobactérias
Fermentadoras de Glicose, demonstrando Enterobacter cloacae.
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Dos 130 isolados de Enterobacter spp, 105 (80,8%) foram identificados como
E. aerogenese 25 (19,2%) como E. cloacae (Tabela 11).

Dos 105 isolados de E. aerogenes 44 (41,9%) apresentaram resisténcia ao
Imipenem, Ertapenem ou Meropenem e dos 25 isolados de E. cloacae estudados 8

(32,0%) apresentaram resisténcia aos carbapenémicos (Tabela 11).

Tabela 11 - Distribui¢do dos 130 isolados de Enterobacter aerogenes e
Enterobacter cloacae por Hospitais

E. aerogenes N=105 E. cloacae N= 25
Hospitais

S* R* S* R*
HC-FMUSP 61 39 15 0
HGIS 0 5 0 0
Londrina 0 0 2 8
Total 61 (58,1%) 44 (41,9%) 17 (68%) 8 (32%)

*: Sensivel aos carbapenémicos; **: Resistente aos carbapenémicos
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4.2 Perfil dos 39 pacientes infectados por E.aerogenes resistentes aos

carbapenémicos do Hospital das Clinicas

Dos pacientes do HC-FMUSP com infeccao por E. aerogenes resistentes aos
carbapenémicos que obtivemos informagdes adicionais sobre dados demograficos e
clinicos, podemos observar que os homens 22 (57%) foram os mais infectados e ou
colonizados por este microrganismo e que 24 (62%) evoluiram para Obito, como

demonstram os graficos 1 e 2.

Numero de ébitos

Sem inf;
4; 10%
Mulheres; Homens;

13;33% 22:57% 24;62%

mHomens ®mMulheres ®Sem inf m Gbitc m NZo ébito M Sem inf

Grafico 1 - Distribuicdo de 39  Grafico 2 - Distribuigdo de 39 pacientes
pacientes do HC infectados por E. do HC infectados por E. aerogenes
aerogenes resistentes aos  resistentes aos carbapenémicos que
carbapenémicos por sexo evoluiram para 6bito
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A idade dos pacientes variou de 10 a 99 anos, grafico 3. O tempo de
internagdo para colonizacdo e ou infecgdo por E. aerogenes resistente aos

carbapenémicos variou de menos de 7 dias até¢ mais de 100 dias.

Faixa etaria dos 39 pacientes do Hospital das Clinicas (2005 a 2011)

=

20,00%

10,00%

0,00%
10a 19 20a 29 a 3¢ 50 a 5¢ 60a 69 70a 79 80a 89

——— Pocentagem

Grafico 3 - Distribuicdo por faixa etaria dos 39 pacientes do HC infectados por
E.aerogenes resistente aos carbapenémicos nos anos de 2005 a 2011
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Quando analisamos o tempo de internagdo, podemos observar que algums
pacientes colonizaram e ou infectaram por E. aerogenes resistente aos
carbapenémicos na primeira e¢ segunda semana de internagdo. Em 6 dias de
internagdo 1 paciente ja apresentava infecgdo por este microrganismo como

demonstra grafico a seguir 4.

Tempo de internag¢io no hospital/ diaz

| |

Grafico 4 - Distribuicdo dos dias de internacao dos 39 pacientes do HC infectados
por E.aerogenes resistente aos carbapenémicos por tempo
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A maior parte dos isolados foram identificados em amostras de sangue. Dos
39 isolados estudados 12 (30,70%) eram provenientes de sangue, seguidos de 9

(23%) de secrecdo traqueal e 6 (15,4%) de urina, como demonstra grafico 5.

BB EEEE

Grafico 5- Distribuicdo dos 39 pacientes do HC, infectados por E.aerogenes
resistente aos carbapenémicos segundo tempo de internagao

A maioria dos pacientes estavam realizando transplantes de o6rgdos, ou
estavam passando por cirurgias, ou eram pacientes que estavam passando por

quimioterapia, ou eram HIV positivo, como demonstra Anexo 1.



Resultados 64

4.3 Resultados da sensibilidade aos antimicrobianos

4.3.1 Resultados da sensibilidade aos antimicrobianos e CIM 50 e 90 dos 44
isolados de Enterobacter aerogenes e dos 8 isolados de Enterobacter

cloacae

Dos 44 isolados de E. aerogenes resistentes aos carbapenémicos 41 (93,2%)
apresentaram resisténcia ao Imipenem, 41 (93,2%) ao Ertapenem, 38 (86,4%) ao
Meropenem e 44 (100%) ao Cefepima pelo método de microdiluicdo em caldo.
Todos os isolados foram sensiveis a Polimixina B, Tigeciclina. Em relacdo a
Fosfomicina pelo método de diluicdo em agar de todos isolados estudados 43
(97,7%) apresentaram sensibilidade.

Dos oito isolados de E. cloacae resistentes aos carbapenémicos, 8 (100%)
apresentaram resisténcia ao Imipenem, Ertapenem e Cefepima. Dos isolados
estudados 7 (87,5%) apresentaram resisténcia ao Meropenem e para Tigeciclina,

Polimixina B e Fosfomicina os 8 (100%) foram sensiveis (Tabela 12).

Tabela 12 - Sensibilidade doa antimicrobianos dos 44 isolados de E. aerogenes e
8 isolados de E. cloacae resistentes aos carbapenémicos, pelo método
de dilui¢ao de acordo com os critérios do CLSI 2012

E. aerogenes (N = 44) E. cloacae (N=8)
Antibiédtico Resistente 1 Sensivel Resistente 1 Sensivel
Imipenem 41 (93,2%) 3 (6,8%) - 8 (100%) - -
Meropenem 38 (86,4%) 6 (13,6%) - 7(87,5%) 1(12,5%) -
Ertapenem 41 (93,2%) 1(2,3%) 2 (4,5%) 8 (100%) - -
Tigeciclina - - 44 (100%) - - 8 (100%)
Fosfomicina* - - 44 (100%) - - 8 (100%)
Polimixina B - - 44 (100%) - - 8 (100%)
Cefepima 44 (100%) - - 8 (100%) - -

Fosfomicina*: Diluicdo em 4gar; I: intermediario.
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A concentragdo inibitéria minima (CIM) 50 e 90 dos 44 isolados de E.
aerogenes resistentes aos carbapenémicos ¢ dos 8 isolados de E.cloacae esta descrita

na tabela abaixo (Tabela 13).

Tabela 13 - Concentragao inibitéria minima (CIM) 50 e 90 dos antimicrobianos
testados nos 44 isolados de E. aerogenes e 8 isolados de E.cloacae
resistentes aos carbapenémicos, segundo critério do CLSI-2012

Antibiéticos E.aerogenes (N=44) E.cloacae (N=8)
CIM 50 (ug/mL)  CIM 90 (ug/mL)  CIM 50 (ug/mL)  CIM 90 (ug/mL)

Imipenem 8 32 16 64
Meropenem 8 32 16 16
Ertapenem 64 128 64 64
Tigeciclina 0,25 2 1 2
Fosfomicina 16 64 16 32
Polimixina B 1 2 1 2
Cefepima > 128 >128 > 128 >128

*Fosfomicina: diluicdo em agar; Imipenem, Meropenem, Ertapenem, Tigeciclina, Polimixina B e Cefepima:
microdilui¢do em caldo.
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4.3.2 Analise da sensibilidade pelo sistema automatizado ViTek comparada

com a CIM pela microdilui¢do em caldo

Outro dado importante que analisamos, foram as CIMs dos 39 isolados de E.
aerogenes obtidas pelo Vitek® (Sistema automatizado) realizado no laboratorio
Central do HC-FMUSP, nos anos que os pacientes estavam internados e comparamos
com os nossos resultados da CIM realizada pelo método de diluicdo em caldo. Como
o estudo em questdo para a maioria dos isolados foi retrospectivo, observamos
diferentes resultados, quando pontos de cortes foram mudados. Lembrando que no
decorrer do estudo tivemos que mudar o ponto de corte de 2009 para 2010.

No ano de 2005 foram analisados 5 (12,8%) E. aerogenes, todos pertencentes
ao mesmo clone DI e D3, quando comparamos os resultados levando em
consideragdao os anos que foram liberados (executados), podemos observar que
somente 1 isolado foi liberado como intermedidrio para Imipenem e Meropenem em
2005 pelo Vitek e quando realizado pelo microdilui¢ao em caldo em 2010 passou a
ser resistente, segundo os pontos de corte proposto pelo CLSI. Embora, os resultados
sejam diferentes, a interpretagao para o CIM 8 ug/mL para Imipenem e Meropenem
em 2005 era considerado como intermediario, nos dias atuais o CIM 8 ug/mL ¢
resistente, como demonstra Tabela 14. O mesmo resultado podemos observar no ano
de 2006, onde foram analisados 6 (15,4%) isolados pertencentes a 2 clones diferentes
denominados D1 e D2 € A7, A8 e A9.

No ano de 2007, foram analisados 9 (23,15%) isolados de Enterobacter
aerogenes, todos pertencentes ao mesmo clone A, seus subtipos eram A4, A5, A10,
All e Al2. Neste ano, observamos o mesmo resultado intermediario para

Meropenem, mas 2 dos isolados apresentaram resultado sensivel pelo sistema ViteK
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e resistente pela nossa analise quando em método de microdiluigdo em caldo.
Comparando a analise do resultado do CIM por ano, vemos que em 2007 o CIM 4
ng/mL era sensivel e nos dias atuais o0 CIM 4 ug/mL ¢ considerado como resistente
Atualmente o CIM <1 pg/mL para Meropenem nos direciona que o isolado ¢
sensivel de acordo com padronizagao do CLSI.

No ano de 2008, somente 2 (5,1%) isolados foram analizados, ndo havendo
discordancia nos resultados liberados por ambos métodos. Estes pertenciam ao clone
A6 e AlS.

Em 2009 foram analizados 11 (28,2%) isolados de E. aerogenes, estes
pertenciam a 3 clones diferentes A3, A13, Al4, A15, A16 e Al7, clone B2 e F2.
Quando observamos os pontos de corte em 2009 CIM igual a <4 pg/mL era sensivel
para Imipenem, a partir de 2010 o CIM sensivel para Imipenem ¢ <1 pg/mL, assim,
trés isolados foram liberados como sensiveis em 2009 e em nossa analise obtivemos
resultados resistentes para o mesmo isolado para o antimicrobiano Imipenem. Ao
analizarmos o resultado do Meropenem pelo Vitek, foram observados 2 isolados
intermediarios e 2 isolados sensiveis que em nossa analise passaram a ser resistentes.
No entanto, no ano de 2009 CIM < 2 era liberado como sensivel ¢ CIM < 4 como
intermediario, atualmente estes resultados de concentracoes inibitérias minimas sao
intermediarios e resistentes respectivamente.

No ano de 2010, foram analizados 4 (10,25%) isolados de E. aerogenes, o
qual pertencem a 3 clones diferentes, denominados, clone Al e Al5, Bl e El.
Analisando os dados deste ano, podemos observar uma discrepancia nos resultados,

para Imipenem, Meropenem e Ertapenem, talvez isto se deva pelo fato de estes



Resultados 68

isolados serem analisados no inicio do ano de 2010 e os pontos de cortes ainda ndo
terem sido trocados no sistema.

No ultimo ano de nossa analise em 2011, somente dois isolados foram
estudados. Estes eram dois clones diferentes, clone A2 ¢ F1 e ndo foi observado
mudanca de resultados quando analisados os dois métodos.

Assim, neste estudo, podemos observar a importancia de determinar pontos
de cortes mais especificos para os antimicrobianos carbapenémicos, embora os
resultados tenham sido liberados corretamente nos anos estudados pelo sistema
Vitek, podemos perceber que pelo método de microdiluigdo em caldo todos
interpretados pelo CLSI 2010, muitos isolados considerados sensiveis e
intermediario eram resistentes e pertenciam ao mesmo clone, dificultando talvez a

visualizag¢ao da ocorréncia de um surto em um determinado setor do hospital.
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Tabela 14 - Demonstracao dos dados dos 39 isolados de E. aerogenes resistentes
aos carbapenémicos do HC-FMUSP, distribuidos por ano (2005 a
2011) e os resultados das concentragdes inibitorias minimas do Vitek
e Microdilui¢do em caldo
CIM - Sistema automatizado CIM- Microdiluigiio em caldo (realizado 2010)
Vitek (Analise realizada q/ pet internado) IMI MER ERT CEF |CIP
N° | PFGE| Data coleta Material IMI | MER | ERT | CEF [ Cip |Pip+Taz|Mic[Susc| Mic |Susc]| Mic |Susc| Mic |Suse| Mic[Suse
4| DI |23/072005 Lig peritoneal R R R [ R R [8[R| 8 | R|[64|R|>128 R|I6|]R 2005
1| D3 |28/01/2005 Urina Jato Médio R R|R| R |4|R| 8 | R|[64[R|>128R[I6]R STR
2| D3 | 13/05/2005 Urina Jato Médio I I R [ R|[ R [32[R| 8 [R|32|R[>128] R|I6] R [ERT| <2 [4][=8
3| D3 | 11/06/2005 Sec. orelha esq R R | R R J16] R[ 8 | R|64| R |>128] R |16 R |IMl | <4 |8 |16
5| D3 [ 1011212005 Sec. cateter R R| R [R| R [16]R| 8 [R[64] R[>128] R |16[ R [MER| <4 |8 [>I6
10| A7 | 1410722006 Hemocultura R I R [ R | R [16f R| 16 [ R|64|R[>128 R|I6]| R
12| A7 | 1310712006 Lig. Abdominal R I R | R | R [32[R| 16 [R[I28] R[>128{ R|8|R
9 | A8 |30/06/2006 | Ponta cateter venoso central | R R R R R R 6] R | 4 R]64| R [>128] R|I6[ R
8 | A9 | 12062006 Hemocultura R| R R | R| R |16 R| 8 [R|128] R [>128] R |I6] R
6 | DI |08/05/2006 Canula orotraqueal R [ R R R [16] R| 8 R{128) R |>128f R | 8 | R
71 D2 | 18/0522006 | Urina Sonda Vesical Demora | R R R R R 320 R | 16 [ R{128] R |>128] R [ 8| R
28 [ A4 103/102007 8| R| 8 | R|4[R|>128R|2[R
30 [ A4 231092007 Sec. traqueal I S R |>32R[>4R[>128R| 8 [ R | 8 [ R |64 | R [>128] R| S| R
26| AS | 21/092007 Sec. Traqueal I I R | 3R [ 4R [ 128R | 8 [ R| 4 [ R |64 | R[>128 R|2][R
31| A5 | 120072007 Urina 8] R| 8 | R|64|R|>128 R|S8[R
22 | A10 | 25042007 8| R| 4 | R|32[R[>28 R|I6[R
14| ALl [ 020122007 Liquido pleural 16] R[4 | R|32|R[>128 R[16[]R
19| AL | 01/03/2007 Sangue periférico I S R| R [R R R| 8 [ R|32|R[>128[ R|S8]| R
11| A12 [ 09/01/2007 Sangue periférico SI6R| T S3R| 4R [>128R[ 16| R | 16 | R [ 64| R [>128 R [32] R
20 | AI2 [ 23/032007 Sangue periférico I S R | R|[R| R |16 R| 8 [R]64|R[>128R]|S]|R
341 A6 129/05/2008 Lavado broncoalveolar — [>=16R| >=16R | R |>=32R|>=4R[>=I128R| 8 | R | 8 Rl64| R[>128] R|8[R
35 | AI8 | 10/06/2008 Sec. traqueal R| R R |>=3R[>=4R[>=128R| 8 [ R | 8 | R | 64| R [>128] R
100{ A3 |22/122009 Lesdo peniana S S ST R IR | R [4]R[025] S|o5| 1 [>128 R|2[R
79 [ A3 | 151212009 Abscesso penis <48 <28 | S [>=BR[>=4R[>=128R| 4 [ R |025[ S| 1 | R [>128[ R | 16| R
70 | A13 | 07/01/2009 | Cateter venoso central curt [ R I R{R|R| R [8)R|[32]R|64|R[>28R 2009
71 | A13 ] 06/01/2009 | Sec. Fasciotomia perna direita |>=I16R| 1 R | R [>R([>=128R| 16 R | 32 [ R|64]| R [>128 R S|IR
73 | Al4 [ 31/08/2009 Lig. Ascitico R S R | <48 <058 321 |16f R [ 4 | R |16 | R [>128] R ERT [ <2 | 4]>8
56 | ALS [ 05/12/2009 Sangue periférico S S R R |1 R |4|R| 4 [R|16] R |>128] R IML | <4 8 (16
49 | A16 [ 03/112009 Sangue- periferico >I6R| 216R | R [>=32R|>=4R|>=128R[ 32| R [ 16 | R [ 64 | R |>128] R MER| <2 [ 428
52 [ Al6 | 03/12/2009 Sec. traqueal >=16R| >=I16R [ R |>=32R|>=4R|>=I128R| 32| R | 16 | R | 128 | R [>128] R
53 [ A17 | 2971112009 Sangue periférico >=16R| >=I16R [ R |>=32R|>=4R|>=128R| 16| R | 4 | R |32 | R [>128] R
86 [ B2 |30/122009 | Urina sonda vesical demora | S S S| R |R 4| R [<025] S [025] S [>128] R [32] R
50| F2 | 10/11/2009 Sangue periférico >=16R| >=16R [ R |>=32R|>=4R|>=128R| 32| R | 16 | R | 64 | R |>128] R [ 16| R
119] Al {29/03/2010 Sec traqueal >=16R| 81 |>=8R|[>=64R|>=4R|>=128R| 16| R | 8 | R |64 | R [>128] R [64| R 201072015
83 | AI5 | 01/022010 | Urina de sonda vesical de alivio | <=48 | <=28 | R [>=32R[>=4R|>=128R| 4 [ R | 4 [ R |16 | R [>128] R | 64| R S|I|R
110] Bl |07/032010 Sec. Traqueal S | 058 [>=8R|>=64R|>=4R|>=128R| 4 | R [025] S| 1 | R |>128] R | 32| R [ERT [£025]05]2lI
. 1 [ 11022010 Lig. Ascitico y S S| s |s S 05| s o025 sos| 1 >8] R| 4| R|M|<I[2]4
14| EL | 160032010 Sangue periférico >=16R| 81 [>=8R|>=64R| 20 |>-128R| 16| R | 8 | R | 64 | R |>128] R |64 | R [MER| <1 | 2|24
133( A2 | 24/012011 Lig. Ascitico [ [<=0258|<=0,58| 88 [ 21 [>128R| 2 [ 1 <025 s | 1 | R [>128 R | 32| R
165 F1 | 08/062011 Sec. traqueal >=16R| >=I6R [ >8R | 32R | 4R [>=128R|128] R | 64 | R |>I128] R | 32 | R
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4.4 Testes Moleculares

4.4.1 Resultados dos PCRs para Deteccdo dos Genes Codificadores das

Carbapenemases

A técnica de PCR evidenciou que 39 (88,6%) dos 44 isolados de E. aerogenes
continham o gene blagpc, 0s demais genes codificadores de carbapenemase nio
foram identificados em nenhum isolado. Entre os 8 isolados de E. cloacae todos
100%, apresentaram o gene blagpc, os demais genes estudados ndo foram
identificados em nenhum isolado conforme Tabela 15 demonstra.

Tabela 15 - Identificagdo dos genes codificadores de carbapenemase pelo método
de PCR nos 44 isolados de E. aerogenes e nos 8 isolados de E.cloacae

E aerogenes (N=44) E. cloacae (N=8)
Gene Positivo Negativo Positivo Negativo
blaKPC* 39 (88,6%) 5(11,36%) 8 (100%) -
blaNDM - 44 - 8 (100%)
blaGES - 44 - 8 (100%)
blaSPM - 44 - 8 (100%)
blaviM - 44 - 8 (100%)
blaGIM - 44 - 8 (100%)

blalMP - 44 - 8 (100%)
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PM c- ct 4 49 165 392 110# 112#  113# 114# 117#

Figura 6 - Foto de gel de PCR da amplificacdo do gene codificador de blakpc

(893pb) de isolados de E. aerogenes. PM- Peso Molecular. Isolado 1.
Controle negativo. Isolado 2. Controle positivo

pmc ¢+ 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19

e

Figura 7- Foto do gel de PCR da amplificacdo do gene codificador do PCR

blaxpm (287pb) € 16 S.PM- Peso Molecular. Isolado C. Controle negativo.
Isolado C+ Controle positivo. Isolados 3-19 negativo para o gene NDM
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4.4.2 Resultados dos PCRs para Deteccao dos Genes Codificadores bla tem-i64,

bla crx-v2 grupo e bla suv e blaoxa-4s

Dos 44 isolados de E. aerogenes analisados 39 (88,6%) apresentaram o gene
blarem-64, 41 (93,2%) o gene blactx-m-2 grpo € 44 (100%) ndo apresentram os genes bla
siv e blaoxa-s.

Para os 8 isolados de E. cloacae analisados 8 (100%) apresentaram o gene

bla tem-164 € nenhum isolado foi identificado os genes bla crx-m-2 grupo, blasnv ¢ blaoxa-ss,

como demonstra a tabela 16.

Tabela 16 - Identificagdo dos genes codificadores de ESBL e OXA-48 pela
técnica de PCR, nos 44 isolados de E. aerogenes e nos 8 isolados de
E.cloacae
E. aerogenes (N=44) E. cloacae (N=8)
Gene
Positivo Negativo Positivo Negativo
blaTEM -164 39 (88,6%) 5 (11,4%) 8 (100%) -
blaCTX-M-2 41 (93,2%) 3 (6,8%) - 8 (100%)
blaSHV - 44 (100%) - 8 (100%)
blaOXA-48 - 44 (100%) - 8 (100%)

bla tem

Figura 8 - Foto do gel de PCR da amplificacdo do gene codificador do PCR
blarem (420pb). PM- Peso Molecular. Isolado Ci. Controle negativo. Isolado 1

Controle positivo.
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PM Ci C+ 1 2 3 4 5 6 7 cf W0

bla ctx

Figura 9 - Foto do gel de PCR da amplifica¢do do gene codificador do PCR blactx
(893pb). PM- Peso Molecular. Isolado Ci. Controle negativo. Isolado C+ Controle
positivo
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Figura 10 - Foto do gel de PCR da amplificacdo do gene codificador do PCR
blasuv (730pb). PM- Peso Molecular. Isolado Ci. Controle negativo. Isolado C+
Controle positivo

PM C+ 1 2 3 4 5 6 7 C- H20

OXA-48

Figura 11 - Foto de gel de PCR da amplificagdo do gene codificador do PCR
blaOXA-48 (177pb). PM: peso molecular; C+: Controle positivo e C-: Controle
negativo
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4.4.3 Resultados dos PCRs para Deteccio do Gene Codificador da Bomba de
Efluxo AcrAB-TolC
O gene codificador da bomba de efluxo AcrAB-TolC, somente foi
identificado nos isolados de Enterobacter cloacae, como demonstra a Tabela 17.
Todos os isolados positivos para bomba de efluxo sdo resistentes ao Imipenem,
Meropenem e Ertapenem com CIMs acima de 8ug/ mL para todos carbapenémicos

estudados.

Tabela 17 - Identificagdo do gene codificador da Bomba de efluxo pela técnica de
PCR, nos 44 isolados de E. aerogenes ¢ nos 8 isolados de E.cloacae

Gene AcrABTolc
PCR
E. aerogenes E. cloacae
Positivos - 8 (100%)
Negativos 44 (100%) -

AcrAB-TolC*: todos os isolados positivos foram resistentes aos carbapenémicos.

PM - ¢t 4 49 165 392 1104 112# 113# 114# 117# agna PM

Figura 12 - Foto de gel de PCR da amplificacdo do gene codificador do PCR da

bomba de efluxo AcrART (130pb). PM: peso molecular; 1: Controle
negativo e 2: Controle positivo
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4.4.4 Resultados do Pulsed Field (PFGE).

Os resultados de similaridade genética segundo dados obtidos pelo
dendograma demonstrou que dos 39 isolados de E. aerogenes resistentes aos
carbapenémicos do HC-FMUSP, 27 (69,2%) pertenciam a um clone A predominante,
onde identificou-se subtipos que variaram de Al a A 18 no ano de 2006 a 2011.
Quando analisados os demais isolados observamos 4 clones diferentes que

denominamos clone B, clone D, Clone E e Clone F, como demonstra a Figura 13.

Imipenem Ertapenem
3 Nimery | PFGE | Data coleta Material Oito | Mic | Suse | Mic | Suse | Mic | Suse
H ‘ | | | | H | \ 119 119 Al | 19032010 Sec traqueal sim | 16 | R 8 | R | 64| R
| 123 13 a2 | samieon Lin Assitiz sm | 2| 1 [was| s | 1| &r

| 100 100 43 | 120008 Lesio peniana mio | 4 | B fox| s o3|

| 7o 7 A3 | 15712000 Abscesso penis mio | 4 | R {0 s | 1 | &

28 2 a1 | w3/100007 s R |8 |[R| a4 |R

20 30 a4 | 23000007 Sec. traqueal wio | ¢ | R | g |[R|aa|R

20 2% 45 | a10se007 Sec. Traqueal sm | s | R[4 | R |6 [ R

3 3l A5 | 12070007 Usina s | Rl s | R |6 |R

34 34 A6 | 90050008 Lavade bionzoslveolsr sm | ¢ | R |8 | R|@a|[R

10 10 A7 sm [ 16 | R [ 16 | R | 6 [ R

12 1 AT Lig Abdominl sim | % | R | 16 | R | 18| R

9 g ag | s Ponta cateter venceo central sm [ 16| R[4 | R |6 [

8 i a0 | Dsows wio | 6 | R | g [ R | 1m|®

22 2 A0 | 25042007 s || 4a|lr|n|R

14 1 Al | o2012007 Lipido plenral 6 | B |4 | R | 2[R

19 19 ALl | 01032007 Sangue periférico sm |2 | R | 8 |R[32]|R

" 1 a1 | oom12007 Sangue perifirico mio | 16 | R | 16 | R | 64 | R

20 2 a12 | 23032007 Sansue perifirico sim | 16 | R g | R | &4 | R

70 b} A13 | 07012000 Cateter venosc central curt perm sim | 8 | R |3 | R| 64| R

7 7 A13 | 06012009 |  Ssc Fasciotemia ficepemadrets | sm | 16 | B | 33 | R | & | B

73 gl Al4 | 51082000 Lig. Assitiso sm |16 | R | 4 | R | 16|R

56 36 AlS | 03120000 Sansue perifirico wio | 4 | R | 4 | R |16 |R

EE] B A13 | ounooin Urina de sonda vesical de alfvio mio [ 4 | R | 4 | R | 6| R

49 49 a16 | w1200 Sanmue periferico sim | 2| Rl 1| r | 6| R

52 5 Al6 | 03120000 Sec. traqueal sm |2 | R |16 | R |1m|[R

53 5 A17 | senicom Sangue perifirico sm |16 | R | 4 | R |32 |R

35 35 A8 | 10062008 Sec. traqeal mio | 3 | B[ 8 | R |6 [ ®m

[l 1Mo 1w 81 | 07w30010 Sez. Traqueal sim | 4 | R Jox| s | 1| R

[T ee 55 B2 Urina sonda vesical demora mio | 4 | B [s025] s |on | s

s INIRN 1‘3“3- 1 Lig, Ascitizo aio 05| s foxs| s los |1
] 4 4 D1 | 13072005 Liq periioneal sm | s | r| s | R | & |[Rr
8 5 D1_| 08052005 Camia sm [ 16| B[ 8 | R |m|[R

7 D2 | 18050006 Utins Sonda Vesical Demera sm |2 | R [ 16 | R |1m[R

1 1 D3 | 28012005 Uit Jate Médio mo | 4 | R | 8 | R | & | R

= 2 2 D3 | 13152005 Urita Jate Médio sm |2 | BR[| 8 | R|®|[R
3 3 D3 | 111062005 Sec. crelha esq sm |16 | R | g | R | g [ R

5 5 D3 | 10122005 Sec. cateter sm [ 16| B[ 8 | R | @[ R

|| 114 11 Bl | 16032010 Sangve perifirico mio [ 16 | B [ 8 | R | & [ m

| 185 165 F1 | oane20i1 Sec. traqueal sm 18| R [ e | R |2im| m

% B2 | o1z Saneve perifirico sm |2 | r |1 | R |6 [ R

30
ATCC E. serogenes

Figura 13- Dendograma dos 39 Enterobacter aerogenes do Hospital das Clinicas
- FMUSP. Isolado 106 nio incluso no trabalho (Sensivel)
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Quando avaliados os 5 isolados de E. aerogenes do Hospital HGIS de Sao
Paulo todos pertenciam a um clone predominante que denominamos como A, que

obteve uma variacao de subtipo A 1 a A 3.

Imipenem | Meropenem | Ertapenem

e @9 o @ a o = Nhmero| PFGE | Datacolets | Msterinl | Obito | Mir| Suse |Mic| Susc | Mic| Suse
= | Data coleta | Meterial |

HE || ||||| ||| |||| | 302 52 Al | 2611272010 | hemoculiura | Bim | 2 I 8 R 32 R
E || ||||| || |||| | 300] 590 Al | o0s0L201L | swebrewl | mee [ 2 | 1 5| R |32 R
- 388
LI ss | a2 |osouoons| swmhret | o | 4| u || w |3 u
13 21 || ”"l || |||| | 389) sso A2 | 050012011 | swebrenl | mEo [ 4 [ R | s R |32 r
|| |||||| || |||| | 386|_3ss A3 | 06/012011 | pomtaCVC | Sim | 4 | n s s n
W] AToeE secgenes

Figura 14 - Dendograma dos 5 isolados de Enterobacter aerogenes do Hospital de
Itapecerica da Serra
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Quando analisamos os 8 isolados de E. cloacae provenientes do Hospital

Universitario de Londrina, identificamos 2 clones diferentes A e B, dos quais o clone

A demonstra predominancia, apresentando subtipos de A1 a A3.

—_— e = 1

=
-

LI

Figura 15 -
Londrina

PM 31 26 30 28 34

Figura 16 -

PM3571 70 73 49 PM3332

Imipenem | Meropenem | Ertapenem
INImero  |[PIFGE Cakelia ekl Mic | Susc| Mic | Susc | Mic Smic
113# 1Al 19/11/2012 | Secredo raqoeal | 8 B 2 I 8 R
114# AL 6| B [16 | R 64 R
117# A M| R 16 R 64 R
1164 Ak MR 16 R 64 R
110% A3 11/07/2011 L Urina M| R 16 R 64 R
1154 AR M|B |16 R 64 R
1 L0# i |BR| & | R 64 R
1134 8 R b R o4 i

PM ATCC 386 388 389 390 392

M

119

116

115

Dendograma dos 8 isolados de Enterobacter cloacae do Hospital de

118 114

Foto de gel de eletroforese em campo pulsado de isolados de E.

aerogenes ¢ E. cloacae resistentes aos carbapenémicos dos 3

Hospitais analisados. A) E. aerogenes Hospital das Clinicas; B) E. aerogenes de
HGIS e C) E. cloacae de Londrina. Enzima de restri¢ao utilizada Xbal fast
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4.4.5 Resultados da analise das Proteinas de Membrana Externa

Os isolados foram analisados de acordo com a intensidade das proteinas de
interesse. Para os isolados de Enterobacter aerogenes estudamos as proteinas de
peso Omp F 39 kDa, OMP C (42 kDa) e 35-36kDa, com sua presenga ou auséncia
em determinada amostra, quando comparada com a cepa controle ATCC E.
aerogenes 13048.

Dos 44 isolados de E. aerogenes 22 (50%) foram analisadas as proteinas de
membrana com pesos 39 kDa, 42 kDa, consideradas responsaveis pela resisténcia aos
antimicrobianos Imipenem, Meropenem e Cefepima, conforme estudo elaborado por
Yigit e Tenover em 2002. A mesma autora no ano 2013 analisou deficiéncia de
Omp35 e 36 em isolados resistentes a Imipenem associado com expressdao de bomba
de efluxo e comenta sua contribuicdo adaptativa de isolados de E.aerogenes
resistentes ao Imipenem durante tratamento e que em suas analises seus isolados
eram resistentes a Ertapenem, sendo assim, foram analisadas estas proteinas em
nosso estudo (Figura 16).

Dos 22 isolados de E. aerogenes, 17 (77,3%) foram analisadas suas proteinas
de membrana e para facilitar a analise dividimos os resultados de SDS em 7 grupos
que obtiveram caracteristicas diferentes.

Foi observado que o grupo 1, isolados 10 ¢ 12 (Clone A7), somente
apresentaram diminui¢do na proteina 35-36 kDa, seus CIMs para Imipenem foram
16-32 pg/mL, para Meropenem 16 pg/mL, Ertapenem 64-128 ug/mL e Cefepima
>128 pg/mL.

O grupo 2, isolados 20(A12), 7(D2), 2(D3), 5(D3) e 26(A5), apresentaram

pouca diminuigdo na proteina 39kDa (+++) ¢ diminuigdo da proteina 35-36 kDa (++)
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e nenhuma diminuicao na proteina 42 kDa. Seus CIMs para Imipenem foram 8-32
ug/mL, Meropenem 4-16 pg/mL, Ertapenem 32-128 ug/mL e Cefepima >128
pug/mL.

No grupo 3 o isolado nimero 14 (A11), apresentou auséncia de proteina 39
kDa e diminui¢ao (++) da proteina 35 e 36 kDa. Seu CIM para Imipenem foi 16
ng/mL, Meropenem 4 pg/mL, Ertapenem 32 pg/mL e Cefepima >128 pg/mL.

Ja o grupo que designamos 4, analisamos 2 isolados, namero 73 (A14) e 56
(A15) que apresentaram diminui¢do (++) nas trés proteinas estudadas. Seus CIMs
para Imipenem foram 4-16 pg/mL, Meropenem 4 ug/mL, Ertapenem 16 pg/mL e
Cefepima >128 pg/mL.

No grupo 5 o isolado numero 165 (F1), apresentou diminui¢do da proteina
(+++) 42 kDa, diminuig¢do (++) da proteina 39kDa e auséncia da 35 e 36 kDa. Seu
CIM para Imipenem foi 128 pg/mL, Meropenem 64 pg/mL, Ertapenem >128 ug/mL
e Cefepima 32 pg/mL.

O Grupo 6, composto pelos isolado 53 (A17), apresentou pouca diminui¢ao
da proteina (+++) 42 kDa, diminui¢do (+) da proteina 39kDa e diminui¢do (++) da
proteina 35 e 36 kDa. Seu CIM para Imipenem foi 16 pg/mL, Meropenem 4 pg/mL,
Ertapenem 32 pg/mL e Cefepima >128 pg/mL.

Quando analisamos o Grupo 7, isolados 22(A10), 71 (A13), 49 (Al6), 114
(E1) e 50 (F2), observamos pouca diminui¢ao da proteina (+++) 42 kDa, auséncia da
proteina 39kDa e diminui¢do (++) da proteina 35 e 36 kDa. Seus CIMs para
Imipenem foram de 8-32 ug/mL, Meropenem 4-32 pg/mL, Ertapenem 32-64 pg/mL

e Cefepima >128 pg/mL.
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Dos 5 (100%) isolados de E.aerogenes do HGIS analisados pelo SDS para
identificacdo da diminuicdo, presenca ou auséncia das proteinas de membrana
externa, foi observado que no subtipo A3 ocorreu uma uma pequena diminui¢do
(+++) da proteina 42 kDa, diminui¢do na proteina de peso 39 kDa (+) e diminuicao
na proteina 35-36 kDa (++). Seu CIM para Imipenem foi 4 pg/mL, Meropenem 8
pug/mL, Ertapenem 8 pg/mL e Cefepima >128 pg/mL. Os subtipos Al ¢ A2 do
HGIS, ndo apresentaram diminui¢do da proteina 42 kDA, diminui¢ao na proteina 39
kDa (+) e diminui¢do da proteina 35-36 kDa (++). Seus CIMs para Imipenem foram
2-4 ng/mL, Meropenem 8 ug/mL, Ertapenem 32ug/mL e Cefepima >128 pg/mL.

Dos 5 (62,5%) isolados de E. cloacae analisados, todos apresentaram pequena
diminui¢do da proteina 42kDa (+++) e em relacdo a proteina de tamanho 39kDa
todos apresentaram alta diminui¢do da proteina (+) e auséncia de 35-36 kDa. Seus
CIMs para Imipenem foram 8-64 pg/mL, Meropenem 2-16 pg/mL, Ertapenem 8 a 64

png/mL e Cefepima >128 pg/mL, como demonstra figura e tabela 18 a seguir.
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Figura 17- Foto de SDS, proteinas de membrana externa de isolados de E.
aerogenes e E. cloacae resistentes aos carbapenémicos. PM. Proteinas de
peso molecular conhecidas: 97, 4 kDa, 66,2 kDa, 45 kDa, 31 kDa, 21 kDa e 14,4
kDa
Tabela 18 - Correlagao do perfil de SDS de proteinas da membrana externa, gene
blakrc, blatem e blactx € bomba de efluxo AcrART de 22 Enterobacter
aerogenes e 5 Enterobacter cloacae
Imipenem | Meropenem | Ertapenem| Cefepime PCR SDS Atividade da Bomba de Efluxo
Grupo -SDS| N° | PFGE|Hospital | Data coleta| T. Internagio| Mic| Suse| Mic| Susc | Mic [Suse| Mic |Susc|bla KPC|bla CTX-M2|bla TEM164| acrART |42 KDa| 39 kDa |35 ¢ 36 kDa| CCCP
10| a7 me [wonms] ssaas |16 R |16 R [et| R Pis| R | ¢ [ i | e | o
Grupo 1 | 12 | A7 | e [i3omoos| a0das [3] R 16 r [is| R [oos| R| + + + w | e | o
0| an| ne [woom| was |6] R 8| R [et| R og| R |+ + + T R
7 oo | He [iwosoos| mas [ R [16] R [is| R s R| + + + | o | o#
1| 03| e [i3osoos| esas | 2| R{8| R | 2| R [os| R| + + + | o | ow
s | o3| HC {1002oos| sodis (6] R [ 8] R [e| R [bis| R| + [ ¥ | o [ #
Grupo2 | 26 | AS | HC |20092007) 10dias | 8] R | 4| R | 64| R [PI8 R| + + + HH [ +  |Ativap/ IMI, MER ¢ ERT
Grupo3 |14 [ Al | me Joovmor| - [w| R[4 R [n|R]ms|r] + + + st [Ausente| 4+
7 | Al me [suosam| sigas | 6] R[4 R [6| R Pios| R | + [ ¥ e | s
Grupod | 56 | AIS| HC 05122009] Sldias | 4] R[4 R JI6] R [PI8 R| + + + | H +
Grupo5 | 165| F1 | HC [08/062011| 10dias |128] R | 64| R |>I8[ R | 32| R| + - + ++ |+ | Ausente [Ativap/IMLMERe ERT
Grupo6 | 53 [ a17| He [mmoo| sedis [16] R[4 R [ | R ]| R| + [ + o+ | s
nlao| me [swon| - |8 R[4 R [ r]Ps{r]| ¢ + + ot Ausente|
71| aB | He [osouo| ssaas | 16| R [ R et R bis| R | + . + o [Ausente| 4+
g9 | at6 | me [oynvano] s [ R [16] R [e| R ]| R] + + + o+ (Ausente|  ++  [Ativap/IMI, MERe ERT
14| B | He [16o3o0m0] sodis | 16| R [ 8| R et R bus| R | + + ¥ i [Ausente| 4+
Grpo? | 50| B | e o] asdis [ R[] R 6| R bl R 4 ; . ot Ausente|
386 A3 | mais [os0011 sl r|s| R |s|rpms|r] + T + o+ | o#
s A2 | mas [osovaon| - 4| R{s| R [n| R R| ¢ [ + ar| o+ | #
a9 | A2 [ mas [osovon| - [a{R[s| R [n[R]m| ] + + + an| + [ &
w0 | Al [ Has {osovon| - (2|8 R [n[ R[] + + + arn| o+ | o
| Al | mas ool - 2|8 R [n|R]m|r| + + + |+ [+ |Atvap/ M MEReERT
110¢#] Bl |Londina 8| R|S8[ R || RPIB R| + + + ++ |+ | Ausente |Ativap/IM[ MERe ERT
112#| Bl |Londina S| R|S8[ R |64|RPIBR| + + + ++ |+ | Ausente |Ativap/IM[MEReERT
113#] Al [Londina) 19/11/2012] S| R|2[ T | 8| RPIBR| + + + ++ |+ | Ausente [Ativap/IMI MER e ndo ativa p/ERT
114#| A2 |Londina 16| R[16] R |64 R|PIB| R| + + + ++ |+ | Ausente |Ativap/ IMI, MER ¢ ndo ativa p/ERT
117#| A3 |Londina G| R|I6] R [64] R|[DIB] R| + + + H + | Ausente |Ativap/IML MER e nio ativa p/ERT
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4.5 Estudo Fenotipico
4.5.1 Resultados do Inibidor de Bomba de Efluxo CCCP

Foram analisados a atividade da bomba de efluxo para 5 isolados de
E.aerogenes e 5 isolados de E. cloacae, nestes tltimos foram confirmadas a presenga
da bomba de efluxo AcrABTolc pelo PCR. Realizamos 3 concentra¢des de inibidor
de bomba de efluxo CCCP diferentes e para analisarmos os efeitos destas, as
concentragdes utilizadas foram: 25, 50 e 100 pg/mL.

Todos os isolados de E.aerogenes analisados apresentaram atividade de
bomba de efluxo, sua melhor concentragdo para todos os carbapenémicos, foi 50
ug/mL. Quando analisamos os E. cloacae, podemos observar que sua melhor
concentragdo foi de 100 pg/mL, todos isolados demonstraram atividade para
Meropenem e Imipenem e somente trés isolados demonstraram atividade da bomba
de efluxo quando em presenca do Ertapenem.

Mas, Yang em 2011, analisou 355 isolados de Enterobacter cloacae em seu
estudo e descreveram que os inibidores de bomba de efluxo CCCP e PABN sdo
ativos contra bombas RND em bactérias Gram-negativas incluindo: Campylobacter
spp., Enterobacter aerogenes, E. coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella
pneumoniae e P. aeruginosa.

Mas, comentam neste estudo, que concentragdes altas pararecem ter efeitos
toxicos que acabam matando as bactérias, assim em seu estudo ele usa para CCCP
12,5 pg/mL, onde conclui que em seus isolados mostraram CIM reduzidos de
Ertapenem na presenca do CCCP por efeito direto da bomba e ndo quando

influenciado pelo crescimento bacteriano .
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Em nossa andlise este efeito toxico parece nao ter sido demonstrado, pois em

todas concentracdes ocorreu crescimento bacteriano, mas a concentracao de 50 e

100pg/mL parecem ter sido as mais adequadas, para ambos isolados estudados.

Sendo, assim toda reducdo de CIM em quatro concentragdes, consideramos como

presenca de atividade da bomba de efluxo neste estudo, como demonstra Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados da atividade de bomba de efluxo utilizando o inibidor
CCCP para os trés carbapenémicos: Imipenem, Meropenem e
Ertapenem
Imipenem
Diluiciao em caldo Diluicio em agar
25 ng/mL 50 pg/mL 100 ng/mL
Isolados | Microrganismo Mic Imipenem s/CCCP c¢c/CCCPJs/CCCP c/CCCPJs/CCCP c/CCCP
110 E. cloacae 8 - - 8 2 4 =0,125
112 E. cloacae 8 - - 8 1 8 =0,125
113 E. cloacae 8 - - 8 1 4 <0,125
114 E. cloacae 16 - - 8 8 8 = 0,125
117 E. cloacae 64 - - 32 16 32 =<0,125
4 E. aerogenes 8 - - 8 =0,125 8 =0,125
49 E. aerogenes 32 - - 32 =<0,125 16 =<0,125
26 E. aerogenes 8 - - 8 =<0,125 8 =0,125
165 E. aerogenes 128 - - 64 =<0,125 64 =<0,125
392 E. aerogenes 2 - - 2 0,25 2 =<0,125
Meropenem
Diluicio em caldo Diluiciao em agar
25 ng/mL 50 pg/mL 100 ng/mL
Isolados | Microrganismo|] Mic Meropenem |s/CCCP c¢/CCCP|Js/CCCP c¢/CCCP]s/CCCP c/CCCP
110 E. cloacae 8 4 2 4 2 4 =0,125
112 E. cloacae 8 4 4 2 4 <0,125
113 E. cloacae 2 2 2 2 1 2 =0,125
114 E. cloacae 16 8 2 8 2 8 = 0,125
117 E. cloacae 16 8 8 8 2 16 =<0,125
4 E. aerogenes 4 4 0,25 4 =0,125 4 =0,125
49 E. aerogenes 16 8 1 8 =0,125 4 =0,125
26 E. aerogenes 4 4 2 4 <0,125 a4 <0,125
165 E. aerogenes 64 64 2 32 0,125 32 <0,125
392 E. aerogenes 8 8 0,25 8 1 8 =<0,125
Ertapenem
Diluicio em caldo Diluicio em agar
25 ng/mL 50 pg/mL 100 ng/mL
Isolados | Microrganismo Mic Ertapenem s/CCCP c¢/CCCPJs/CCCP c/CCCPJs/CCCP c/CCCP
110 E. cloacae 64 16 16 - - 16 8
112 E. cloacae 64 16 8 - - 16 8
113 E. cloacae 8 8 0.5 - - 8 =0,125
114 E. cloacae 64 32 16 - - 32 =<0,125
117 E. cloacae 64 32 16 - - 32 =<0,125
4 E. aerogenes 64 32 =<0,125 - - - -
49 E. aerogenes 64 32 =<0,125 - - - -
26 E. aerogenes 64 64 2 - - - -
165 E. aerogenes =128 256 2 - - - -
392 E. aerogenes 32 32 4 - - - -
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Figura 18 - Foto dos meios Mueller-Hinton em concentracdes diferentes de
Meropenem com e sem inibidor CCCP, demonstrando a atividade da
mesma

4.6 Resultados dos isolados de E. aerogenes e E. cloacae com todos

mecanismos de resistencia encontrados

Quando analisamos todos mecanismos como carbapenemases, presenca de
gene ESBL, proteinas de membrana, bomba de efluxo e atividade de bomba de
efluxo, observamos que dos 39 isolados de E. aerogenes resistentes aos
carbapenémicos do Hospital das Clinicas, 27 (69,2%) pertenciam a um clone A
predominante, onde identificou-se subtipos que variaram de Al a A18 no ano de
2006 a 2011. Quando analisados os demais isolados observamos 4 clones diferentes
que denominamos clone B, clone D, Clone E ¢ Clone F. O clone C era um isolado
sensivel que tiramos da casuistica, como demonstra Tabela 20.

No ano de 2005, 5 (12,8%) isolados de E. aerogenes do Hospital das Clinicas
foram analisados. Neste ano foi observado a predominancia do clone D, subtipos D1
e D3. Seus CIMs para Imipenem foram de 4 a 32 pg/mL, Meropenem 8 pg/mL,
Ertapenem 32-64 pg/mL, Cefepima >128 pg/mL, Amicacina 32-64 pg/mL e

Ciprofloxacina 16 pg/mL. Todos apresentavam o gene blaxec, blacrx ¢ blarem e foi
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observado diminuicao das proteinas 39 kDa (+++) e proteina 35-36 kDa (++).
Somente o isolado 4 (D1) foi analisado a atividade de bomba de efluxo com o
inibidor CCCP e este apresentou diminui¢do significativa nos CIMs para os
antimicrobianos Imipenem, Ertapenem e Meropenem na presenga do inibidor CCCP.

No ano de 2006, 6 (15,4%) isolados foram analisados, neste ano foram
observados dois clones diferentes, a predominancia do subtipo D1 e D2 (Maio de
2006) e subtipo A8 ¢ A9 (Junho de 2006) e A7 (Julho de 2006). Seus CIMs para
Imipenem foram de 16 a 32 ug/mL, Meropenem 4-16 pg/mL, Ertapenem 64-128
ng/mL, Cefepima >128 pg/mL, Amicacina 32-64 pg/mL e Ciprofloxacina 8-16
ug/mL. Todos apresentavam o gene blakec, blactx ¢ blatem. Foi observado
diminui¢do das proteinas 39 kDa (+++) e proteina 35-36 kDa (++), nos isolados
clones D e para os subtipos A7 somente diminui¢ao na proteina 35-36 kDa (++).

Nove (23%) isolados foram analisados no ano de 2007, subtipos A4, AS,
A10, A11 e A12. Seus CIMs para Imipenem foram de 8 a 32 ug/mL, Meropenem 4-
16 pg/mL, Ertapenem 4-64 pg/mL, Cefepima >128, Amicacina 32-64 ug/mL e
Ciprofloxacina 2-32 pg/mL. Todos apresentavam o gene blaxec, blacrx e blarem. Foi
observado nos subtipos A5 e A12 diminui¢do das proteinas 39 kDa (+++) e proteina
35-36 kDa (++). Nos isolados subtipos A10 e All foi observado a auséncia da
proteina 39kDa e diminui¢do na proteina 35-36 kDa (++). Somente o isolado 26 (AS)
foi analisado a atividade da bomba de efluxo e este apresentou diminui¢do
significativa nas CIMs para os antimicrobianos Imipenem, Ertapenem e Meropenem
na presenc¢a do inibidor CCCP.

No ano de 2008, somente 2 (5,1%) isolados foram identificados e pertenciam

aos subtipos A6 e A18. Suas CIMs foram para Imipenem 8 pg/mL, Meropenem 8
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ng/mL, Ertapenem 64 pg/mL, Cefepima >128, Amicacina 64 pg/mL e
Ciprofloxacina 8 ug/mL. Todos apresentavam o gene blakec, blacrx e blarem. As
proteinas de membrana extrena desses isolados nao foram avaliadas.

Em 2009, 11(28,2%) isolados foram analisados, neste ano foram observados
3 clones diferentes o clone A (A3, Al13, Al4, Al15, A16 e Al17), o clone BI2 e o
clone F2. Suas CIMs para Imipenem foram de 4-32 pg/mL, Meropenem <0,25-32
ng/mL, Ertapenem 0,25-128 pg/mL, Cefepima >128, Amicacina 2-128 pg/mL e
Ciprofloxacina 2-32 ug/mL. Destes, 8 apresentaram blaxec positivo, 8 apresentaram
blactx e 10 blarem. Os isolados A3, A13, B2 ¢ F2 apresentaram resultados diferentes
dos genes estudados. E quando observado os subtipos A13, A16, A50, estes tiveram
diminui¢do das proteinas 42 kDa (+++), auséncia da 39 kDa e diminui¢ao da proteina
35-36 kDa (++). Nos subtipos A14 e A15 foi observada diminui¢do das proteinas 42
kDa (+++), diminui¢do das proteinas 39 kDa (++) e diminui¢do da proteina 35-36
kDa (++). E o subtipo A17 foi observado diminui¢do das proteinas 42 kDa (+++),
diminui¢do das proteinas 39 kDa (+) e diminui¢do da proteina 35-36 kDa (++).
Somente o isolado 49 (A16) demonstrou atividade de bomba de efluxo com o
inibidor CCCP e este apresentou diminuicao significativa nas CIMs para os
antimicrobianos Imipenem, Ertapenem e Meropenem na presenca do inibidor.

Em 2010, 4 (10,25%) isolados foram identificados pertencentes a 3 clones
diferentes: o clone A (Al e Al5) e subtipos, Bl e El. Suas CIMs para Imipenem
foram de 4-16 pg/mL, Meropenem 0,25-8 ng/mL, Ertapenem 1-64 pg/mL, Cefepima
>128, Amicacina 4-128 pg/mL e Ciprofloxacina 32-64 ug/mL. Destes, 3 eram blaxrc
positivo, 3 eram blacrx e 3 blarem. Os isolados Al e B1, apresentaram resultados

diferentes dos genes estudados. Somente o clone El foi escolhido para a analisado as
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proteinas de membrana externa, este apresentou diminui¢do da proteina 42 kDa
(+++), auséncia da 39 kDa e diminuigdo da proteina 35-36 kDa (++).

E em 2011, foram identificados 2 (5,1%) clones diferentes A2 e F1. O subtipo
A2 era do inicio de janeiro de 2011 e o F1 era de junho. Estes isolados apresentaram
muita diferenca em relagdo ao outro. O isolado A2 apresentou CIM para Imipenem
de 2pug/mL (Intermediario), Meropenem <0,25 pg/mL (Sensivel), Ertapenem 1
ng/mL (Resistente), Cefepima >128, Amicacina 4 pg/mL (Sensivel) e
Ciprofloxacina 32 pg/mL, ndo apresentou o gene blakrc ¢ blarem e foi positivo para
blacrx. O isolado F1 apresentou CIM para Imipenem de 128ug/mL, Meropenem 64
ug/mL, Ertapenem >128 ug/mL, Cefepima 32, ndo apresentou o gene blacrx e eram
blakrc e blarem positivos. Somente o clone E1 foi escolhido para a analise das
proteinas de membrana externa, este apresentou diminui¢do da proteina 42 kDa
(+++), diminui¢ao da proteina 39 kDa (++) e auséncia da 35-36 kDa, como também
foi observado a atividade da bomba de efluxo para os trés carbapenémicos estudados.

Nos 5 isolados de E. aerogenes resistentes aos carbapenémicos do HGIS
estudados, foi observada a predominancia de um unico clone denominado A, seus
subtipos foram Al a A3. Em dezembro de 2010 foi identificado o subtipo Al e em
janeiro de 2011 foi encontrado o mesmo subtipo apresentando as mesmas
caracteristicas. Estes isolados apresentaram CIM para Imipenem de 2pg/mL
(intermediario), Meropenem 8ug/mL, Ertapenem 32pug/mL e Cefepima >128 pg/mL
e apresentaram positividade para os genes blakec, blarem e blacrx. Na analise de
proteina de membrana foi observado, diminui¢do da proteina de 39 kDa (+) e
diminui¢do da proteina 35-36 kDa (++). Somente o isolado 392 (A1) demonstrou a

atividade de bomba de efluxo com o inibidor CCCP e este apresentou diminui¢do
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significativa nas CIMs para os antimicrobianos Imipenem, Ertapenem e Meropenem
na presenga do inibidor CCCP.

No ano de 2011, foram identificados 2 subtipos A2 nos isolados de HGIS.
Estes isolados apresentaram CIM para Imipenem de 4pg/mL (Intermediario),
Meropenem 8 pg/mL, Ertapenem 32 pg/mL, Cefepima >128 pg/mL e apresentaram
positividade para os genes blakec, blarem e blacrx. Na analise de proteina de
membrana foi observada diminui¢do da proteina de 39 kDa (+) e diminui¢ao da
proteina 35-36 kDa (++). O subtipo A3 com CIM para Imipenem de 4 pg/mL
(Intermediario), Meropenem 8 pg/mL, Ertapenem 8 pg/mL, Cefepima >128 e
apresentou positividade para os genes blaxec, blarem e blacrx e na analise de proteina
de membrana foi observada diminui¢ao da proteina de 42 kDa (+++), diminui¢do da
proteina de 39 kDa (+) e diminui¢ao da proteina 35-36 kDa (++).

Quando analisamos os 8 isolados de E. cloacae, observamos 2 clones
diferentes o clone A e o clone B. O clone A era o mais predominate com subtipos de
Al a A3. O tnico isolado Al apresentou CIM para Imipenem de 8ug/mL,
Meropenem 2 pg/mL (Intermediario), Ertapenem 8 pg/mL, Cefepima >128 e
positividade para os genes blaxec, blarem € 0 gene AcrART para bomba de efluxo. Na
analise de proteina de membrana foi observada diminuicao da proteina de 42 kDa
(++), diminui¢cdo da 39 kDa (+++) e diminui¢cdo da proteina 35-36 kDa (++). Este
isolado 113#, apresentou diminuicdo significativa nas CIMs para os antimicrobianos
Imipenem e Meropenem na presenca do inibidor da bomba de efluxo, para o
antimicrobiano Ertapenem ndo foi observado atividade.

O unico isolado A2, apresentou CIM para Imipenem de 16ug/mL,

Meropenem 16pug/mL, Ertapenem 64pg/mL, Cefepima >128 e positividade para os
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genes blaxec, blarem ¢ 0 gene AcrART para bomba de efluxo. Na analise de proteina
de membrana ndo foi observado a diminui¢do da proteina de 42 kDa (++), teve
diminui¢do da proteina de 39 kDa (+++) e diminui¢do da proteina 35-36 kDa (++).
Este isolado 114#, apresentou diminui¢do significativa nas CIMs para os
antimicrobianos Imipenem e Meropenem na presenga do inibidor, para o
antimicrobiano Ertapenem nao foi observado atividade.

No Hospital de Londrina, 4 isolados apresentavam o mesmo subtipo A3, estes
apresentaram, CIM para Imipenem de 64 ug/mL, Meropenem 16 ug/mL, Ertapenem
64 ug/mL, Cefepima >128 ¢ positividade para os genes blakec, blarem € o gene
AcrART para bomba de efluxo. Na andlise de proteina de membrana nao foi
observado a diminuicao da proteina de 42 kDa (++), teve diminui¢do da proteina de
39 kDa (+++) e diminui¢do da proteina 35-36 kDa (++). Apenas o isolado 117# (A3)
foi analisado a atividade de bomba de efluxo com o inibidor CCCP e este apresentou
diminuigdo significativa nos CIMs para os antimicrobianos Imipenem ¢ Meropenem
na presenga do inibidor, para o antimicrobiano Ertapenem nao foi observado.

Dois isolados de E. cloacae, pertenciam ao clone Bl, estes apresentaram,
CIM para Imipenem de 8 pg/mL, Meropenem 8 ug/mL, Ertapenem 64 pg/mL,
Cefepima >128 e positividade para os genes blakrc, blarem € 0 gene AcrART para
bomba de efluxo. Nao foram analisadas as proteinas de membrana. Os isolados 112#
e 110# apresentaram diminuicdo significativa nos CIMs para os antimicrobianos
Imipenem, Meropenem e Ertapenem na presenga do inibidor CCCP, como demonstra

Tabela 20.
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Tabela 20 - Resultados dos 39 isolados de E. aerogenes resistentes aos
carbapenémicos do HC-FMUSP distribuido por ano

Imipenem |Meropenem | Ertapenem| Cefepime | Amicacina Ciprofloxacina PCR SDS

N. | PFGE| Data coleta Material Onbito | Mic| Suse | Mic [Susc| Mic |Suse| Mic |Suse|Mic| Suse | Mic | Suse |KPC|CTX|TEM|SHV| acrART|42 KDa| 39 kDa|35-36 kDa|

4| DI |23/07/2005 Liq peritoneal sim | 8§ [ R | 8 | R|64|[ R[> R|64] R | 16| R | +]|+]|+]-

1| D3 |28/0112005 Urina Jato Meédio ndo |4 R | 8 | R|64|[R[>28] R|64] R | 16| R | +]|+]|+]-

2| D3 | 13/05/2005 Urina Jato Médio sim |32 R [ 8 | R[32[R[>I28 R|64f R [ 16| R | +[+]+] - e Baas +

3 D3 | 11/06/2005 Sec. orelha esq sim |16 R [ 8 | R|[o64 [ R [>28] R|o4f R [ 16| R | +[+]+] -

5| D3 | 10/1212005 Sec. cateter sim |16 R [ 8 | R[64[ R [>28] R[32f 1 6] R | +|+]|+]- HH |+ +
2006

10| A7 | 140712006 Hemocultura sim |16 R [ 16 | R |64 [ R [>28] R|64f R [ 16| R | +[+]+] - HH | +

12| A7 | 130712006 Lig. Abdominal sim | 32| R [ 16 | R[128 R |[>128] R [64| R 8 R |+ +|+] - H [ HH ++

9 | A8 |30/06/2006 | Ponta cateter venoso central | sim [ 16| R | 4 [ R | 64| R [>I28f R|64] R [ 16 ] R [+ ] +]+] -

8 | A9 | 120062006 Hemocultura ndo |16 R | 8 | R|I28[ R |[>28] R|64] R | 16| R | +]|+]|+]-

6 [ DI ]08/052006 Canula orotraqueal sim [ 16 R | 8 | R[128] R |>128] R [32] 1 § R+ +[+]-

7| D2 | 18/052006 |  Urina Sonda Vesical Demora | sm 32| R | 16 | R | 128] R [>128) R |32] I § R[+]+]+]- HH | H +
2007

28 [ A4 03102007 8| R [ 8 | R[4 ]R8 R[] I 2 R |+ +]+]-

30| A4 |23/092007 Sec. traqueal nio | 8| R | 8 | R[64| R |>28] R [32] 1 § R[+]+]+]-

26 [ A5 ] 21092007 Sec. Traqueal sim | § [ R | 4 | R|64[R[>28] R 2 R[] - HH | ++

31 [ AS | 12/072007 Urina 81 R [ 8 | R[64] R |>128] R 8 S T I I

22 [ A10 ] 25/0412007 81 R[4 | R[32]R|>28 R[64] R |16 R |+ |+][+] - + |Ausente|  +

14 | ALL | 02/01/2007 Liquido pleural 6] R[4 [ R[22 R|>B[R[64] R | 16| R [ +]|+]+]- - | A [Ausente|

19 [ AL 1 01/03/2007 Sangue periférico sim |32 R | 8 | R[32] R |>128 R|[64] R § R[+]+]+]-

11| A12 109/01/2007 Sangue periférico ndo |16 R [ 16 | R[64 [ R [>28] R|o4f R [ 2| R | +[+]+] -

20 | AI2 ] 23/0312007 Sangue periférico sim |16/ R [ 8 | R[64| R [>128] R[04 R 8 R |+ |+]|+]- HH | HH +
2008

341 A6 |29/0512008 Lavado broncoalveolar sim | 8§ R [ 8 | R[64] R [>128 641 R 8 R|+|+[+]-

35 [ AI8 ] 10/06/2008 Sec. traqueal no | 8| R [ 8 | R[64] R |>128] R L I I
2009

100 A3 221212009 Lesio peniana ndo | 4| R [025]) S [05] T |>128) R [32] 1 2 N -

79[ A3 151212009 Abscesso penis ndo | 4| R [025] S| 1| R|>128] R 16| R ] -

70 | AI3 ] 07/01/2009 | Cateter venoso central curt perm | sim | 8 [ R | 32 | R | 64 | R [>128] R + -

71| AI3 ] 06/01/2009 | Sec. Fasciotomia face perna direita| sim [ 16 [ R | 32 | R | 64 | R [>128] R -+ - - ++ |Auwsente|

73 | Al4 ] 31/08/2009 Lig. Ascitico sim |16 R | 4 | R|16 [ R |[>128] R I R - | o+ +

56 | AlS | 05/1212009 Sangue periférico ndo | 4| R [ 4 | R[I6[R[>28] R[2] S EE R B H | +

49 [ Al6 ] 03/11/2009 Sangue periferico sim |32 R | 16 | R |64 [ R [>128] R L IR I . ++ |Ausente|  +

52 Al6 ] 031212009 Sec. traqueal sim |32 R | 16 | R | 128 R |>128] R L I B

53 [ A17 ] 291112009 Sangue periférico sim |16 R | 4 | R|32[R[>28] R - | o+ +

86| B2 |30/12/2009 Urina sonda vesical demora ndo | 4| R [<025] S |025| S |>128] R [6d| R | 32 R ]+ -

501 F2 | 10/1112009 Sangue periférico sim |32 R [ 16 | R|o64 [ R [>28] R|128f R [16 [ R | +[-]-]-~ - ++ |Auwsente|
2010

119{ Al ]29/032010 Sec traqueal sim |16 R | 8 | R|64 [ R[> R| 4| S | 64| R | +]+ -

83 | ALS | 01/02/2010 | Urina de sonda vesical de alivio | ndo | 4 | R [ 4 | R |16 [ R [>128) R | 4| S (64| R | +[+]+] -

110{ Bl ]07/0312010 Sec. Traqueal sim | 4 R [025] S| [ [ R [>28] R [128 R | 32 R T -

Cl | 110212010 Lig. Ascitico ndo (05 S [025) S |05| T [>128] R|64] R 4 R L R

114] E1 ]16/0312010 Sangue periférico ndo [ 16 R | 8 | R| 64| R[>28 R|32] I |64 ] R | +]+[+]- - + |Auwsente|  +
2011

133 A2 24012011 Lig. Ascitico sim | 2 [ T |<025] S| 1 [R[>8] R|4) S |32] R -] - - +H

165 F1 ] 08/06/2011 Sec. traqueal sim [128( R | 64 | R |>18f R | 32| R|-| - - R I N B - +#+ | | Ausente
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, 130 isolados de Enterobacter spp. de dois hospitais de
Sao Paulo e de um hospital de Londrina identificados nos anos de 2005 a 2011 foram
avaliados. Destes 105 (80,8%) foram identificados como E. aerogenes e 25 (19,2%)
como E. cloacae e a resisténcia aos carbapenémicos foi demonstrada
respectivamente em 44 (41,9%) e 8 (32%) isolados.

No total de 105 isolados de E. aerogenes, 39 isolados resistentes aos
carbapenémicos foram identificados no Hospital das Clinicas da Universidade de Sao
Paulo e 5 no Hospital de Itapecerica da Serra em Sao Paulo. Dos 25 isolados de E.
cloacae, 8 isolados eram resistentes aos carbapenémicos e foram identificados no
Hospital Universitario da Universidade de Londrina, no Parana.

Somente foram analisados dados referentes aos 39 pacientes do HC-FMUSP
com infeccdo e ou colonizagdo por E. aerogenes. Todos os isolados estudados eram
multirresistentes sensiveis somente a Polimixina B, Tigeciclina e Fosfomicina.
Houve predominio do sexo masculino 22 (57%), 24 (62%) dos pacientes evoluiram
para obito e 39 (100%) dos isolados estudados eram multirresistentes. Quando
analisadas as amostras clinicas, foi observado que o sitio mais frequente foi sangue
12 (31,7%), seguido de secrecao traqueal 9 (23,0%) e de urina 6 (15,4%). A maioria
destes pacientes foi submetida a procedimentos cirtrgicos, transplantes de o6rgaos e
receberam algum tratamento quimioterdpico ou eram HIV positivos.

Estudos demostram assim como na presente casuistica que Enterobacter spp.

¢ um agente frequente de infec¢do de corrente sanguinea em particular em pacientes
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cirirgicos, oncologicos e transplantados. Com mortalidade que varia de 30% a mais
de 60% 1%,

Um estudo realizado pelo Hospital Universitario Evangélico de Curitiba no
periodo de janeiro de 2013 a setembro de 2013 teve resultados semelhantes. Os
autores analisaram 16 isolados de E. aerogenes positivos para o gene blakrc com
similaridade de 95%, quando analisado seu perfil genético pelo dendograma. Os
homens foram os mais acometidos 9 (56,2%), a idade média foi de 56 anos e a
mortalidade foi de 62,5% (132)

Outro estudo no ano de 2004 e 2006 nos Estados Unidos analisou 33
Enterobacter spp. (E. cloacae, E. aerogenes e E. gergoviae) KPC-2 positivos que
pertenciam a 3 clones distintos, a maioria dos isolados eram provenientes de sangue,
seguido de urina e secre¢des respiratorias e a mortalidade dos pacientes foi de 33%.
Os pacientes eram na maioria imunocomprometidos, tinham passado por varios
procedimentos invasivos e a infec¢ao por estes micro-organismos foi associada com
o aumento da mortalidade ©.

Outro estudo interessante foi conduzido em julho de 1994 a marco de 1995 na
Bé¢lgica. Foram estudados 34 pacientes infectados por E. aerogenes multirresistentes
sendo que 2 isolados eram resistentes a Imipenem com CIM de 32pg/mL. Destes, 34
pacientes 15 (44%) desenvolveram infec¢do, dos quais 15 (100%) foram tratados
com Imipenem ¢ Gentamicina ¢ 13 (38%) evoluiram para oObito durante a
hospitalizagdo. Os pacientes com isolados resistentes ao Imipenem tinham sido
submetidos a procedimentos cirtrgicos e ou transplante de figado !'?. Resultados
semelhantes foram descritos em 2013, em um estudo realizado por Bodro, M. et al;

na Espanha que avaliou bacteremia por micro-organismos multirresistentes e
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descreveu casos de bacteremia por Enterobacter spp. produtores de ESBLs em
transplantes de 6rgaos solidos. Este estudo relatou infeccdo em transplantes de rim,
figado e coracdo "*¥. Assim como em nosso estudo alguns isolados de E. aerogenes
KPC positivos e produtores de ESBL foram identificados em pacientes
transplantados de rim e figado.

Dos 44 isolados de E. aerogenes que apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos em nosso estudo, 41 (93,2%) foram resistentes ao Imipenem, 38
(86,4%) ao Meropenem e 41 (93,2%) ao Ertapenem. As CIMs para Imipenem
variaram de 2 a 128ug/mL, para Meropenem 4 a 64ug/mL e para Ertapenem 1 a
>128 pg/mL. Todos os 8 (100%) isolados de E. cloacae foram resistentes aos
carbapenémicos Imipenem e Ertapenem e 7 (87,5%) apresentaram resisténcia a
Meropenem. Os CIMs para Imipenem variaram de 8 a 64 ng/mL, para Meropenem 2
a 16 pg/mL e para Ertapenem 8 a 64 pg/mL. Dados da literatura mostram que essa
diferenca do perfil de sensibilidade do Enterobacter spp. aos carbapenémicos pode
ocorrer ¢ esta associado a alteragdo de proteinas da membrana externa, como as
porinas OMP35 ¢ OMP36, ¢ ou expressio de bomba de efluxo !9,

Cem porcento dos isolados de E. aerogenes e E. cloacae apresentaram
resisténcia a Cefepima com CIMs que variaram de 32 a 128ug/mL. E dos 44 isolados
de E. aerogenes 17 (38,6%) eram resistentes a Amicacina, 9 (20,4%) eram
intermediarios, 7 (15,9%) eram sensiveis ¢ 11 (25%) ndo foram analisados, suas
CIMs variaram de 2 a 128 pg/mL. Para o antimicrobiano Ciprofloxacina, os 44
isolados obtiveram os seguintes resultados: 34 (77,2%) foram resistentes, 1(2,27%)

sensivel e 9 (20,45%) ndo foram analisados e suas CIMs variaram de 2 a 64 pg/mL.
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Os antimicrobianos Amicacina e Ciprofloxacina ndo foram analisados para os
isolados de E. cloacae.

Todos os isolados de E. aerogenes (N=44) ¢ E. cloacae (N=8) resistentes aos
carbapenémicos do presente estudo, apresentaram 100% de sensibilidade a
Tigeciclina e Polimixina B e para o antimicrobiano Fosfomicina 43 (97,7%) e 100%
respectivamente. Esses resultados mostram excelente atividade in vitro desses
antimicrobianos contra as amostras estudadas.

No ano de 2000 a 2005, Castanheira et al, analisaram em um estudo
SENTRY (Antimicrobial Surveillance program colected Enterobacteriacaeae
isolates from medical centers located in North America, Latin America, and Europe)
50.881 enterobacterias, das quais 261 isolados, ou seja, 0,5% apresentaram
diminui¢do de sensibilidade ao Imipenem ou Meropenem CIM > 2ug/mL. Destes
261 isolados 24 (9,2%) eram Enterobacter spp., com CIM 50 e CIM 90 de: 4pug/mL
e >8ug/mL para Imipenem, 8ug/mL e >8ug/mL para Meropenem, >8ug/mL e
>16ug/mL Ertapenem, >16ug/mL e >16ug/mL para Cefepima, Polimixina B
<lpg/mL e <lpg/mL e Tigeciclina 0,25pg/mL e 0,5ug/mL “**. Esses achados
mostram a execelente atividade in vitro da Polimixina B e Tigeciclina contra isolados
de Enterobacter spp., dados similiares aos da nossa casuistica.

Assim, podemos observar que quando avaliamos os resultados SENTRY, de
um periodo anterior ao nosso estudo (5 anos antes), ja havia resisténcia destes micro-
organismos aos carbapenémicos em paises da América Latina, América do Norte ¢
Europa. A presenga de blaxec foi identificada em 03 isolados de E. cloacae distintos
geneticamente e 10 isolados carreavam IMP-1 e 2 VIM-1 todos estes isolados eram

de Istanbul. As CIMs 50 e CIMs 90 dos isolados do presente estudo sdo mais altas
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comparadas com os de 2000 a 2005 do estudo SENTRY. Entretanto, ndo houve
diferencia na sensibilidade a Tigeciclina e Polimixina B.

Outro estudo mais recente conduzido nos anos de 2011 a 2014, realizado na
India, avaliou 130 isolados de Enterobacter spp dos quais 70 (53,84%) apresentaram
resisténcia ao Imipenem. Destes 48 (68,57%) apresentaram CIM para Imipenem e
Meropenem de 32 a 64 pg/mL e 22 (31,4%) CIM 8 pg/mL. Nesse estudo dos 12
isolados de E.aerogenes resistentes 4 apresentaram o gene blaviv2, 2 o gene blavivs e
6 o gene NDM-1. Dos 32 E. cloacae resistentes encontrados, 10 apresentaram o gene
blaviv2, 8 0 gene blavimse 13 0 gene NDM-1. A maioria dos isolados era de amostra
de 22 (31,4%) urina, 21(30%) sangue, seguido de 18 (25,7%) de secrec¢do purulenta e
todos isolados eram sensiveis a colistina com CIM < 0,5ug/mL. Quando
comparamos como 0 nosso estudo, podemos observar isolados com CIM 64ug/mL
para Imipenem e Meropenem, resultados que ndo encontramos em nosso estudo.
Somente 1 isolado do ano de 2011, apresentou CIM 128 ug/mL para Imipenem, 64
ng/mL para Meropenem e >128 ug/mL para Ertapenem. Este isolado era distinto
geneticamente comparado com os outros isolados, o qual foi denominado clone F1
(135)

Varios estudos na ultima década avaliaram a sensibilidade in vitro de isolados
de Enterobacter spp. a varias classes de antibidticos. No ano de 2001 a 2004 foi
realizado outro estudo SENTRY com 4.693 isolados de Enterobacter spp que
observou 83,3 % de sensibilidade para Polimixina B CIM 50 (Ipg/mL) e CIM 90
(>8ug/mL), 99,4% isolados estudados eram sensiveis ao Imipenem *%.

Em 2004 a 2010 o T.E.S.T. (Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial),

analisou a sensibilidade da Tigeciclina, Imipenem, Meropenem, entre outros, em
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16.232 isolados de Gram-negativos coletados em 12 paises da América Latina
(Argentina, Brasil, Chile, Colombia, El Salvador, Guatemala, Honduras, Jamaica,
México, Nicaragua, Panama e Venezuela). Dos 2.804 Enterobacter spp estudados
96% eram sensiveis a Tigeciclina (Interpretacdo segundo FDA-US Federal Drug
Administration), suas CIMs 50 e CIMs 90 eram 0,5 pg/mL e 2 pg/mL. Em relagao
ao Meropenem dos 2.311 isolados analisados 3,8% eram resistentes e a diminuigdo
de sensibilidade foi observada em todos os paises da América Latina estudados. Para
o Imipenem dos 493 isolados analisados 1,4% eram resistentes, a diminuicdo da
sensibilidade foi observada nos isolados do Brasil, Argentina ¢ Colombia !*”.

A sensibilidade in vitro de isolados de Enterobacter spp a Tigeciclina e
Fosfomicina vem sendo descrita por varios autores, pela possibilidade terapéutica do
uso desse antimicrobiano no tratamento de infecgdes por esse agente. Estudo
SENTRY no ano de 2006 a 2012 avaliou 2.996 Enterobacter spp que apresentaram
CIM 50 e 90 de 0,25ug/mL e 1 pg/mL para Tigeciclina apresentando sensibilidade
de 98,6% 3% Em 201 1, Livermore et al., no Reino Unido (Londres), analisaram 20
isolados de Enterobacter spp, destes 10 eram sensiveis (CIM <Ipg/ml) a Tigeciclina,
5 (CIM 2pg/ml) intermediario e 5 (> 2pg/ml) eram resistentes **. Outro estudo no
ano de 2008, na Grécia, avaliou a sensibilidade a Fosfomicina de Gram-negativos
isolados de foco ndo urinario e demostrou que dos 32 isolados de Enterobacter spp,
22 (68,8%) foram sensiveis a Fosfomicina e 5 (15,6%) foram intermediérios **”. Lu,
et al., avaliaram 960 isolados no ano de 2008 do hospital Universitario de Taiwan,
dos quais 100 isolados eram E. cloacae e demonstraram que 85% dos isolados foram
sensiveis a Fosfomicina pelo corte do CLSI (E. coli em urina <64 pg/ml) e 72% pelo

corte do EUCAST (E. coli <32ug/ml) Y.
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No presente estudo, ndo houve diferenca dos resultados de sensibilidade a
Fosfomicina, Tigeciclina e Polimixina B dos isolados de E. aerogenes e E. cloacae
resistentes aos carbapenémicos, quando comparados os pontos de corte do FDA,
CLSI e do EUCAST, todos os isolados foram sensiveis.

Os resultados da sensibilidade in vitro da Tigeciclina, Fosfomicina e
Polimixina B do presente estudo sdo promissores. Vale ressaltar, que apesar dos
6timos resultados in vitro, a farmacocinética e farmacodinamica da Tigeciclina e da
Fosfomicina e a escassa experiéncia clinica em infecgdes graves em especial de
corrente sanguinea, ainda sdo empecilhos para o uso rotineiro desses antimicrobianos
no tratamento de infecgdes sistémicas e alguns paises ja observaram a diminuicao de
sensibilidade a estes antimicrobianos. Entretanto, o uso dessas drogas como terapia
combinada no tratamento de infec¢des graves por Enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos pode ser uma estratégia a ser testada no futuro * 4%,

Referente aos genes das enzimas responsdveis por hidrolisar os
carbapenémicos, em nosso estudo, foram encontrados em todos isolados de E.
cloacae e 39 isolados de E. aerogenes resistentes aos carbapenémicos o gene blakpc,
a Unica carbapenemase encontrada na nossa casuistica. Os mecanismos de resisténcia
aos carbapenémicos em isolados de Enterobacter spp. sdo pouco estudados e KPC
até o momento € a carbapenemase mais frequentemente descrita.

O programa MYSTIC no ano de 1999-2005 analisou 51 enterobactérias com
diminui¢do da sensibilidade de Imipenem e Meropenem que apresentavam CIM (>
2ug/mL), 4 Enterobacter spp, destes, 3 eram E. cloacae e 1 E. gergoviae, todos

apresentavam o gene blaxec .
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Em 2001 a 2003, nos Estados Unidos, foram analisados 351 isolados de
Enterobacter spp, destes 111 eram resistentes a Ceftazidima, dos quais apenas 1 E.
aerogenes carreava o gene blakec2 (2003) e 1 E. cloacae o gene blaxecs (2001), foi
realizada agar diluicao para Imipenem, Meropenem e Ertapenem e os CIMs foram
respectivamente: para E. aerogenes 16 ug/mL, 8 ug/mL e 8 pg/mL e para E. cloacae
4 ug/mL, 4 pg/mL e 8 pg/mL %%,

Nos anos de 2006 a 2009, Zhang et al., avaliaram 89 Enterobacterias (7 E.
cloacae e 6 E. aerogenes) resistentes aos carbapenémicos em 7 hospitais de 4
cidades da China. Dos 7 isolados de E. cloacae, 4 apresentaram o gene blakrc2, 1
apresentou gene blakec2 e blames, 1 apresentou blakec2 e deficiéncia de porina, 1
blamve-1 € deficiéncia de porina e todos os 6 E. aerogenes apresentam o gene KPC-2
(143)

Em 2007, outro estudo chinés demonstrou que 4 pacientes que estavam na
UTI e um paciente fora da UTI foram infectados por E. cloacae, todos isolados
apresentavam CIM >32ug/ mL para Imipenem e eram positivos para KPC e EBSLs
(blarem-1, blasuv-i2 e blactx-14) 1.

Estudo SENTRY de 2000 a 2004 avaliou 37. 557 enterobactérias dos quais
5.206 eram Enterobacter spp, destes 57 (1%) dos isolados apresentavam CIM
elevada de 2 a >8ug/ml para Imipenem e Meropenem, dos quais 18 E. cloacae,
apresentaram positividade para o genes que hidrolisam carbapenens, 4 apresentaram
blakec2s, e 11 isolados bla me-1, 2 blavivi e 1 blawes M.

Outro estudo conduzido em um hospital chinés por Dai et al. (2013) avaliou

986 isolados de E. cloacae. Trinta e cinco isolados foram resistentes aos

carbapenémicos, bla krc-2 foi identificada em apenas 3 (8.6%) isolados, blames em 5
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(14.3%), blamr26 1 (2.9%) e blaxom1 em 1 (2,9%) dos isolados. Em um isolado foi
detectada a coexisténcia de bla wr2s ¢ blavom-1. Os isolados resistentes aos
carbapenémicos eram policlonais .

Apesar do aumento da resisténcia do Enterobacter spp. aos carbapenémicos,
dados brasileiros sdo escassos. No Brasil, no ano de 2009 a 2011, o laboratoério de
Pesquisa de Infec¢ao Hospitalar no Instituto Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro), analisou
387 Enterobacterias ndo Klebsiella resistentes a pelo menos um dos carbapenémicos
(Imipenem, Meropenem e Ertapenem) identificadas em 9 estados do Brasil (Espirito
Santo -ES, Minas Gerais-MG, Rio de Janeiro — RJ, Brasilia — DF, Goiais — GO,
Pernambuco —PE, Alagoas — AL, Ceard —CE e Bahia — BA. A distribui¢do do gene
blakec> para as espécies de E. aerogenes foram dos 121, 38 (31,4%) e para E.
cloacae dos 100, 17 (17%), e apresentavam uma grande diversidade clonal. Foi
observado também que os isolados apresentavam diminui¢do na sensibilidade a
Tigeciclina e a Polimixina B, tanto em isolados de E. aerogenes como E. cloacae e
apresentavam resisténcia a gentamicina ¢ a Amicacina. Os isolados de E. aerogenes
também apresentavam blarem-141 € bla crx-m-s, 59, 15 ¢ 97 € blasnv 120, € 0s isolados de E.
cloacae apresentavam o gene blarem-141, blacrx-msge1se bl asuv-2a 10V,

No Rio Grande do Sul, no ano de 2007 ¢ 2008 foram analisados isolados de
E. cloacae blakec> positivos em dois pacientes internados em diferentes cidades,
essas amostras apresentavam CIM >32pg/mL para a Imipenem e CIM 4pg/mL. Os
autores nao avaliaram a clonalidade desses isolados e segundo suas andlises estes a
Polimixina B demonstravam boa atividade contra esses isolados ).

Em outro estudo, elaborado por Andrade et al., foram analisados 64 isolados

resistentes aos carbapenémicos, destes 5 isolados eram E. cloacae KPC- positivos,
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todos do Rio Grande do Sul do ano de 2007, 2008 e 2009. Esses isolados também
apresentaram outras B-lactamases como blaoxas, blarem1, sendo encontrado dois
clones, entretanto, outros mecanismos de resisténcia ndo foram estudados. Os autores
alertam sobre a disseminagdo de elementos genéticos de KPC em nosso continente,
ndo sO nesta espécie como também em outras bactérias Gram negativas,
possivelmente esta troca de elementos genéticos estdo associados com isolados de K.
pneumoniae 7.

Outro estudo mencionado anteriormente identificou em todos os isolados de
E. aerogenes do Hospital Evangélico de Curitiba no ano de 2013, o gene blakrc2 "*?.
Os estudos citados identificaram KPC como o mecanismo de resisténcia em isolados
de Enterobacter resistente aos carbapenémicos em diferentes hospitais do Brasil. Os
isolados estudados eram multirresistentes. Esses achados reforcam a importancia do
presente estudo que ¢ o primeiro estudo nacional que avalia mecanismo de
resisténcia aos carbapenémicos de amostras de E. aerogenes e E. cloacae
provenientes de diferentes centros e demonstra que a presenca de carbapenemase nao
foi 0 tnico mecanismo de resisténcia.

No nosso estudo foram identificados 5 clones diferentes, denominados A, B,
D, E e F, nos 39 isolados de E. aerogenes do Hospital das Clinicas da FMUSP no
ano de 2005 a 2011. Foi observado a predominancia do clone A, com subtipos que
variaram de Al a A18, estes eram do ano de 2006 a 2011, seus CIMs para Imipenem
foram 2 a 32pug/ mL, Meropenem <0,25 a 32 pg/ mL, Ertapenem de 0,5 a 128 pg/
mL e Cefepima >128 png/ mL. Em 4 subtipos Al, A2, A3 e Al3, os genes

encontrados eram distintos. O Al apresentava o gene blakec e blacrxm2, A2
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apresentava blacrx-m2, A3 apresentava blacrx-m € batem-164 € A13 blaxec e blarem 164, €
os outros subtipos apresentavam blaxec, blarem-164 € blacrx-m-.

Foram identificados 2 subtipos B1 e B2 do clone B, estes eram de dezembro
de 2009 a margo de 2010, suas CIMs para Imipenem foram 4 pg/ mL, Meropenem
<0,25 a 0,25 pg/ mL, Ertapenem de 0,25 a 1 pg/ mL e Cefepima >128 pg/ mL. No
B1 foi identificada a presen¢a do blarem-164 € no B2 blacrx-m-2 e blarem-ies.

Ja entre os isolados pertencentes ao Clone D, foram observados 3 subtipos
D1, D2 e D3, estes eram de janeiro de 2005 a maio de 2006, suas CIMs para
Imipenem foram 4 a 32 pg/ mL, Meropenem 8 a 16 pg/ mL, Ertapenem de 32 a 128
ug/ mL e Cefepima >128 pg/ mL e todos apresentavam genes blaxec, blacrx-m2 e
blarem-164.

O clone E1, era de margo de 2010 e sua CIM para Imipenem foi 16 pg/ mL,
Meropenem 8 pg/ mL, Ertapenem de 64 pg/ mL e Cefepima >128 pg/ mL e todos
apresentavam gene blaxec, blactx-v-2 e blarem-ie4.

E o clone F1 (junho de 2011) e F2 (novembro de 2009) apresentavam CIM
para Imipenem de 32 a 128 pg/ mL, Meropenem 16 a 64 ng/ mL, Ertapenem de 64 a
>128 ng/ mL e Cefepima 32 a > 128 pg/ mL. Nos isolados pertencentes ao clone F1
foi observado o gene blaxrc e blarem-164 € 0 subtipo F2 somente o gene blaxec.

Nos 5 isolados de E. aerogenes resistentes aos carbapenémicos do Hospital
HGIS, foi identificado 1 clone predominante denominado A, com subtipos de Al a
A3. Estes isolados eram de dezembro de 2010 a janeiro de 2011, suas CIMs para
Imipenem sdo 2 a 4ug/ mL, Meropenem 8 pg/ mL, Ertapenem de 8 a 32 ug/ mL e

Cefepima >128 pg/ mL. Todos apresentavam os genes blakrc, blarem-164 € blacrx-v-2.
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Nos isolados de E. cloacae resistentes aos carbapenémicos do Hospital
Universitario de Londrina, identificamos 2 clones A ¢ B. O Clone A apresentou
subtipos de Al a A3 e suas CIMs para Imipenem sdo 8 a 64pug/ mL, Meropenem 2 a
16 ng/ mL, Ertapenem de 8 a 64 pg/ mL e Cefepima >128 pg/ mL. O subtipo Bl
apresentou CIM para Imipenem de 8 pg/ mL, Meropenem de 8 pg/ mL, Ertapenem
de 64 ng/ mL e Cefepima >128 ug/ mL. Todos apresentavam os genes blaxec, blarem-
164€ bomba de efluxo acrART.

Assim, nosso estudo demonstra que os isolados de E. aerogenes resistentes
aos carbapenémicos carreavam o gene blakrc e de outras enzimas beta-lactamases de
amplo espectro estendido blarem-164 € blacrx-m2. Nos isolados de E. cloacae resistentes
aos carbapenémicos foi observado a presenca dos genes blaxec e blarem-164. Além das
enzimas beta-lactamases, foram analisados outros mecanismos que podem levar a
resisténcia aos carbapenémicos como: diminui¢ao ou perda de proteina da membrana
externa e bomba de efluxo e sua atividade em frente ao inibidor de bomba de efluxo
CCCP.

Assim, dos 44 isolados de E. aerogenes, em 22 (50%) foram analisadas as
proteinas de membrana com pesos 39 kDa, 42 kDa e 35-36 kDa. Foram observados 7
grupos distintos, que denominamos de Grupo 1 a Grupo 7.

O grupo 1 apresentou somente diminui¢do da proteina 35-36 kDa (++), estes
2 isolados pertenciam ao subtipo A7, suas CIMs foram 16-32 pg/mL para Imipenem,
16 pug/mL para Meropenem, 64-128 pug/mL para Ertapenem e apresentavam o gene
blakec, blacrx-m2 € blarem-164.

O grupo 2 apresentou diminui¢ao da proteina 39kDa (+++) e 35-36 kDa (++),

os isolados pertenciam aos subtipos Al12, A5, D2 e D3, suas CIMs foram 8-32
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ug/mL para Imipenem, 4-16 ug/mL para Meropenem, 32-128 pg/mL para
Ertapenem ¢ apresentavam o gene blaxrec, blacrx-m2 ¢ blarem-164. O isolado A5 mostrou
atividade de bomba de efluxo para Imipenem, Meropenem e Ertapenem.

O grupo 3 apresentou auséncia da proteina 39kDa e diminui¢ao da proteina
35-36 kDa (++). O isolado pertencia ao subtipo A1l e sua CIM foi de 16 pg/mL para
Imipenem, 4 pg/mL para Meropenem, 32 pg/mL para Ertapenem e apresentavam o
gene blaxec, bla crx-m-2 e blarem-ie4.

O grupo 4 apresentou diminui¢do da proteina 42kDa (+++), diminui¢cdo da
39kDa (++) e diminui¢do da proteina 35-36 kDa (++). Os isolados pertenciam ao
subtipo A14 e A15 e suas CIMs foram de 4-16 pg/mL para Imipenem, 4 pg/mL para
Meropenemn e 16 pg/mL para Ertapenem e apresentavam o gene blaxrec, blacrx-m2 e
blarem-164.

O grupo 5 apresentou diminui¢ao das proteinas de 42kDa (+++), 39kDa (++)
e auséncia da proteina de 35-36 kDa. O isolado pertencia ao grupo F1 e suas CIMs
foram de 128 pg/mL para Imipenem, 64 pg/mL para Meropenemn e >128 ug/mL
para Ertapenem e apresentavam o gene blakrc ¢ blarem-164 € neste isolado foi analisado
a atividade da bomba de efluxo e este se mostrou ativo para Imipenem, Meropenem e
Ertapenem.

O grupo 6 apresentou diminui¢do da proteina de 42 kDa (+++), 39 kDa (+) e
diminui¢do da proteina de 35-36 kDa (++). O isolado pertencia ao grupo Al7 e sua
CIM foi de 16 pg/mL para Imipenem, 4 ug/mL para Meropenem e 32 pg/mL para
Ertapenem e apresentavam o gene blaxrc, blarem-i164 € blacrx-v-2.

O grupo 7 dos isolados analisados do HC-FMUSP, apresentou diminuicao

das proteinas de 42kDa (+++), auséncia da proteina de 39kDa e diminui¢do da
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proteina de 35-36 kDa (++). Os isolados pertenciam aos subtipos A10, A13, A16, E1l
e F2, suas CIMs foram 8-32 pug/mL para Imipenem, 4-32 pg/mL para Meropenem,
32-64 pg/mL para Ertapenem. O isolado A13 somente apresentou blaxec e blarem-i64 €
o isolado F2 somente blakec, 0 restante apresentou os genes blakrc, blarem 64 €
blacrx-m2. Ao analisarmos o isolado A5 observamos atividade de bomba de efluxo
para Imipenem, Meropenem e Ertapenem.

Os mecanismos de resisténcia descritos anteriormente foram analisados em
todos os isolados de E. aerogenes do Hospital HGIS. Onde os subtipos A2 ¢ Al
apresentaram diminuicao da proteina de 39 kDa (+) e diminui¢do das proteinas de
35-36 kDa (++), suas CIMs foram de 2-4 pg/mL para Imipenem, 8 pg/mL para
Meropenem, 32 pg/mL para Ertapenem. Todos apresentaram os genes blaxec, blarem-
164 € blactxm2. O isolado 392 (A1) demonstrou atividade da bomba de efluxo para
Imipenem, Meropenem e Ertapenem. O subtipo A3 apresentou diminuicdo da
proteina de 42 kDa (+++), diminui¢do da 39kDa (+) e diminui¢do da proteina de 35-
36 kDa (++), suas CIMs foram 4 para Imipenem, 8 para Meropenem, 8 para
Ertapenem, todos apresentaram gene blaxec, blarem-164 € bla crx-m-2.

Os isolados de E. cloacae de Londrina, subtipos Al, A2 e A3 apresentaram
diminui¢do da proteina de 42 kDa (+++), diminuicao da proteina de 39kDa (+) e
auséncia da proteina de 35-36 kDa, suas CIMs foram 8-64 pg/mL para Imipenem, 2-
16 pg/mL para Meropenem, 8-64 ug/mL para Ertapenem. Todos apresentaram gene
blaxrc, blarem-164 € gene da bomba de efluxo AcrART e foram ativas para Imipenem e
Meropenem em presenga do inibidor de efluxo CCCP. O grupo BI, apresentou
diminui¢do da proteina 42 kDa (+++), diminui¢do da 39kDa (+) e auséncia da 35-36

kDa, suas CIMs foram 8 pg/mL para Imipenem, 8 pg/mL para Meropenem, 64
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ug/mL para Ertapenem, todos apresentaram os genes blaxkec, bla tem-164 € gene da
bomba de efluxo AcrART e foram ativas para Imipenem, Meropenem e Ertapenem
em presenca do inibidor de efluxo CCCP.

Biendo et al. em 2003 a 2005 analisaram 62 isolados clinicos de E. aerogenes
resistentes a cefalosporinas de espectro estendido na Francga, destes 39 (62,7%) eram
resistentes ao Imipenem e 23 (37,1%) eram sensiveis ao Imipenem. Foram analisadas
amostras de 22 pacientes a maioria homem 12 (54,5%), hospitalizados no periodo de
7 a 181 dias (média 64,5 dias). O tempo de colonizagado e infecc¢ao foi de 7 a 132 dias
(média 46,7 dias). Neste estudo foram analisadas as proteinas da membrana externa e
demonstrou de 3 dos 13 isolados resistentes ao Imipenem sem MBL, apresentaram
auséncia da proteina de 42 kDa e suas CIMs eram >32 pg/mL para Imipenem, dois
eram do mesmo clone A (A e A3) o outro clone D. O clone A apresentava blarem-24
ou blasuv-12, 0 A3 nenhuma ESBL foi encontrada e o D somente apresentava blasuv-i2.
Os outros 10 isolados apresentaram diminui¢do da proteina de 42 kDa e suas CIMs
eram 8 ¢ 32 pug/mL, destes 1 era clone A com blasnv-s, 2 isolados eram clone E com
blasuv-12, 2 isolados A2 e¢ 3 Al com blasuv-12. Estes eram de amostras de aspirado
traqueal, swab retal, sangue e fluido peritoneal *®.

Yigit e Tenover em 2002 na Georgia obtiveram resultados similares
avaliando proteinas de membrana externa de isolado E. aerogenes resistente aos
carbapenémicos com CIM para Imipenem 16 pg/mL e Meropenem 8 pg/mL,
juntamente com um isolado sensivel e E. aerogenes ATCC 13048. Os autores
descreveram duas proteinas de membrana externa distintas OMP-C (42 kDa) e OMP-
F (39 kDa) como responsaveis pela resisténcia desse microrganismo ao Imipenem ao

Meropenem e ao Cefepima 7,
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Em 2011, Qin et al., na China, analisaram 57 isolados de E. aerogenes, destes
12 eram resistentes a cefotaxime, ceftazidime, Ertapenem, Imipenem ou Meropenem
e sensiveis a Fosfomicina, Amicacina e Polimixina B. Dos 12, 11 apresentavam
bla krc2 com CIMs de 16 a 32 ug/mL para Imipenem, CIM de 16-32 pg/mL para
Meropenem ¢ CIM de 32-128 pg/mL para Ertapenem, com presenca de blarem ou
blasuv ou blacrxwm-is. Foi observado, entretanto, que um dos seus isolados (E4)
resistente aos carbapenémicos com CIM de 4 Imipenem, CIM de 4 Meropenem e
CIM 32 para Ertapenem nao apresentava nenhum gene de carbapenemase, ESBL e
atividade de bomba de efluxo (CCCP). Os autores demonstraram a diminui¢do da
proteina OMP F 39kDa, também detectada no PCR em tempo real. Neste mesmo
estudo podemos observar que os CIM 50 e CIM 90 dos 12 isolados resistentes sao
similares ao nosso estudo, somente a Tigeciclina ¢ Fosfomicina estdo diferentes,
confirmando a associacdo entre a diminui¢do da proteina de membrana externa de 39
kDa com a resisténcia ao Imipenem e Meropenem em isolados de Enterobacter spp
(130)

Os nossos isolados de E. aerogenes resistentes aos Imipenem apresentavam
pouquissima diminuicdo da proteina 42kDa (+++) entretanto os isolados
apresentaram CIM para Imipenem de 4 a 128 pg/mL com presenca de ESBL. Mas,
outros isolados (metade dos isolados analisados) com CIM elevados ndo
apresentaram diminui¢do ou auséncia da mesma. Quando analisamos a proteina de
39 kDa, somente dois isolados ndo apresentaram diminui¢do ou auséncia desta
proteina e todos isolados apresentaram resisténcia ao Imipenem, Meropenem e

Cefepima.
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Em 2004, Thiolas e Bornet, estudaram duas proteinas da membrana externa
OMP35 e OMP36 em isolados de E. aerogenes e observaram que a OMP 35 estava
relacionada com diminuicdo da sensibilidade a ceftriaxone ¢ OMP 36 estava
relacionada a resisténcia a Imipenem, Cefepima e cefpirome " '*®. Em 2005,
Thiolas observa a mesma diminuicao da porina OMP 36 em isolados resistentes a
Imipenem e colistina como também o aumento do componente da bomba de efluxo
AcrA em isolados resistentes ao Imipenem “*).

Em 2011, Lavigne et al. demonstraram que apds o tratamento de 5 pacientes
com Imipenem, ocorreu emergéncia de isolados resistentes e com sensibilidade
intermediaria ao Imipenem, e que isolados do mesmo paciente IMI-sensivel, IMI-
intermediario e IMI-resistente apresentaram 100% de similaridade. Tanto os isolados
S/I e R apresentavam blarem24 € enzimas AmpC com diminuigdo da CIM de
Ceftazidima com cloxacilina que confirmou a super produgdao de AmpC. Nos
isolados intermedidrios foram detectadas tanto alteracdo da sintese da porina
(OMP35e OMP36), como aumento da expressao da bomba de efluxo (AcrA e TolC).
Ja nos isolados resistentes foram detectadas perda completa de porinas (OMP35 e
OMP36), LPS e alteracio na surper expressio da bomba de efluxo AcrA e TolC #°.

Outro estudo elaborado por Lavigne et al. em 2005 a 2007, avaliou 339
pacientes com infecc¢do por E. aerogenes, por um periodo de 3 meses. Quarenta ¢ um
(12%) eram resistentes as cefalosporinas, 17 (5%) dos pacientes receberam
Imipenem, dos quais 11 apresentaram aumento da CIM do Imipenem que variou de 4
a 8 pug/ml e 6 desenvolveram resisténcia ao Imipenem com CIM que variou de 16 a

32 pg/ml. Os isolados com aumento de CIM apresentaram diminuicdo da expressao
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de OMP35/0OMP36 ¢ os isolados resistentes que apresentavam auséncia de OMP36 e
diminui¢io importante de OMP35 associada a expressdo de bomba de efluxo 9.
Em nosso estudo tanto os isolados de E. aerogenes ¢ E.cloacae resistentes ao
Imipenem demonstraram diminuicao da proteina de membrana externa Omp 35 e 36,
com CIM que variou de 2 a 128 pg/ml ao Imipenem. Portanto, a resisténcia aos
carbapenémicos dos isolados de E. aerogenes e E. cloacae ndo somente esta
associada com a carbapenemases descritas, como também a outros mecanismos de
resisténcia como perda de porina Omp 35, Omp 36, OMP de 39kDa e de 42 kDa e ou

expressdo de bomba de efluxo como previamente descrito por outros autores ' 1%

147 199) Egses achados reforcam a importincia do uso racional de antibidtico e
mostram a associagdo mais uma vez do uso de Imipenem e o desenvolvimento de
resisténcia decorrente da alteragdao de proteinas da membrana externa e ou expressao
de bomba de efluxo.

A capacidade de varias espécies bacterianas de tolerar os antibidticos e outros
compostos toxicos surge, em parte, da atividade de transportadores dependentes de
energia. Em bactérias Gram-negativas, muitos desses transportadores formam
'bombas' com multicomponentes que abrangem ambas as membranas interna e
externa e sao acionados por energia de um componente transportador primario ou
secundario. Esta montagem de bomba compreende o canal de membrana externa
TolC, o AcrB transportador secundério localizado na membrana interna, e a AcrA
periplasmatico, que liga estas duas proteinas de membrana *”.

Até o momento a bomba de efluxo que foi identificada em isolados clinicos

de E. aerogenes, com capacidade de expelir uma variedade de compostos, incluindo

os detergentes e agentes antimicrobianos nao relacionados estruturalmente, tais como



Discussao 110

quinolonas, tetraciclinas e cloranfenicol ¢ a bomba de efluxo denominada AcrAB-
TolC ™. Esta bomba ¢ capaz de transportar um conjunto diversificado de
compostos com pouca semelhanga quimica, e assim conferir resisténcia a um largo
espectro de antibioticos. Complexos homologos sdo encontrados em muitas espécies
de Gram-negativos, incluindo em agentes patogénicos de plantas e animais *”.

Estudo realizado por Bornet et al. demonstrou que durante 5 dias de
tratamento com Imipenem, isolados clinicos de E. aerogenes tinham desenvolvido
resisténcia a este antimicrobiano através de diminui¢do da sintese de porina em
associagio com a expressio debomba de efluxo AcrA @12V,

Pérez et al., em 2007, analisaram a bomba de efluxo de um isolado de E.
cloacae multi-resistente denominado EcDC64, que apresentava alta resistencia ao
Imipenem >32 e Meropenem >32 e observaram que o sistema de bomba de efluxo
AcrAB-Tolc estava envolvido na diminui¢do da sensibilidade a varios antibioticos,
como piperacilina, Aztreonam, oxacilina, Imipenem e Meropenem. Quando
analisaram todos os genes da proteinas da bomba de efluxo acrR, acrA, acrB e tolC,
observaram que estas proteinas eram homologas a isolados de E. aerogenes °!- ).

A atividade da bomba de efluxo em varios isolados clinicos resistentes tem
sido caracterizada pela utilizacdo de diferentes inibidores de bomba de efluxo que
competem com o efluxo de antibidtico. O cianeto de carbonilo-m clorofenilhidrazona
(CCCP) ¢ muito usado em isolados de Enterobacter spp, este funciona como um
desacoplador de energia, provocando um colapso da membrana, pois ele esta
relacionado diretamente com a energia envolvida no processo de efluxo *?.

Nos nossos isolados encontramos somente a bomba AcrART em E. cloacae,

mas apesar dos isolados de E. aerogenes nio apresentarem o gene da bomba
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AcrART, foi observado a atividade da bomba de efluxo para os antimicrobianos em
presenca do inibidor CCCP, esta mesma atividade foi observada em isolados de E.
aerogenes resistentes a carbapenémicos, com blakec2 ¢ ESBL como ja foi
mencionado anteriormente em um estudo conduzido por Chines et al. 7.
Possivelmente os isolados de E. aerogenes apresentam outra bomba ainda ndo
estudada. O primer utilizado em nosso estudo era 96 % similar ao gene da bomba de
efluxo de E. cloacae (AefA (aefA) gene, partial cds; AcrR (acrR) gene, complete
cds; and acr operon, complete sequence) e o mesmo foi submetido no Pubmed (N°
1661431).

Em nosso estudo observamos que um isolado F1, apresentou CIM muito
elevada e este apresentava diminui¢ao da proteina de membrana externa de 39 kDa e
auséncia da de 35-36 kDa, além de atividade de bomba de efluxo, e beta-lactamases
KPC e ESBL, possivelmente neste isolado outras carbapenemases nao analisadas ou
super expressao de Amp C podem estar contribuindo para a resisténcia aos
carbapenémicos.

Também foi observado que pacientes com 10 e 13 dias de internagdo, ja
apresentavam isolados de E.aerogenes resistentes aos carbapenémicos que carreavam
bla kec ¢ ESBL (blarem e blacrx), diminuigdo de porinas de membrana ¢ atividade de
bomba de efluxo para Imipenem, Meropenem e Ertapenem, o que explica as altas
CIMs para os carbapenémicos encontradas nos nossos isolados.

Portanto os nossos achados mostram a presenga de espécies de Enterobacter
multirresistentes, com grande capacidade de adaptagdo ao meio ambiente, com
diferentes mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos: como carbapenemase

KPC, ESBL, diminui¢do ou auséncia de porinas e atividade de bomba de efluxo, que
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facilitaram a ocorréncia de colonizagcdo e infeccdo por estes microrganismos € a

disseminagdo da resisténcia nos Hospitais estudados.
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6 CONCLUSOES

X/
L X4

*

>

o
%

D3

A ocorréncia de resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos foi alta nos

isolados de E. aerogenes (41,9%) e E. cloacae (32%) deste estudo.

Os isolados de E. aerogenes apresentaram concentragdes inibitdrias minimas
que variaram de 2 a 128ug/mL para Imipenem, 4 a 64ug/mL para

Meropenem e para Ertapenem 1 a >128 pg/mL.

Os isolados de E. cloacae apresentaram concentra¢des inibitérias minimas
que variaram de 8 a 64pg/mL para Imipenem, 2 a 16pug/mL para Meropenem

e 8 a 64 ug/mL para Ertapenem.

Todos os isolados de E. aerogenes e E. cloacae foram sensiveis a

Fosfomicina, Polimixina B e Tigeciclina.

Os sitios mais frequentes de identificagdo destes micro-organismos foram

sangue, seguido de secrecao traqueal e urina.

A mortalidade dos pacientes infectados por estes micro-organismos foi alta.

Foi observada associacdo de mecanismos de resisténcia nos isolados
resistentes aos carbapenémicos como: presenca de carbapenemase KPC,
ESBL, impermeabilidade da porina (atividade da bomba de efluxo e auséncia
ou diminui¢do da proteina da membrana externa principalmente 35-36kDa ¢

39 kDa).
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*» Os isolados de E. aerogenes do Hospital das Clinicas da FMUSP ¢ do
Hospital Universitario de Londrina apresentaram mais de um clone com

concentragoes inibitdrias minimas distintas entre si.

X/
°e

Os isolados resistentes aos carbapenémicos que apresentavam similaridade
> que 80 no dendograma, isto ¢, subtipos de um mesmo clone, apresentaram
genes diferentes e diminuicdo ou auséncia de uma mesma proteina de

membrana.

% As enzimas KPC e ESBLs estavam presentes em isolados de todos os

Hospitais estudados.

X/
°e

Os isolados de E. aerogenes apresentaram os genes blakec, blarem-i4 €

bla crx-m-.

« Todos os isolados de E. aerogenes dos quais analisamos a atividade da
Bomba de efluxo apresentaram diminui¢do significativa do CIM para

Imipenem, Meropenem e Ertapenem em presenca do inibidor CCCP.

X/
°

Entre os isolados de E. aerogenes nao foi observado o gene da bomba de
efluxo AcrART, entretanto, todos isolados analisados apresentaram atividade
da bomba de efluxo, possivelmente nos indicando a presenca de outra bomba

de efluxo ainda ndo identificada.

D3

» Os isolados de E. cloacae apresentaram os genes AcrART da bomba de

efluxo, blakec € blarem-is4.
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K/

+ Todos os isolados resistentes aos carbapenémicos neste estudo, apresentaram

diminui¢do da proteina de membrana externa de 35-36 kDa.

% A proteina de membrana externa de 42kDa parece ndo estar envolvida na

resisténcia aos carbapenémicos dos isolados da nossa casuistica.
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7 ANEXOS

Anexo 1 - Informagdes gerais sobre os 39 pacientes do HC-FMUSP com infec¢ao
e ou colonizagdo por E. enterobacter resistentes aos carbapenémicos

CIM-Microdiluigio em caldo
Imipenem| Meropenem Ertapenem| Cefepime | Amicacina | Ciprofloxacina
Paciente{ Dados adicionais do paciente Tdade | Sexo| Obito| PFGE{Datacoeta{ Mic| Suse Mic |Suse| Mic |Suse| M |Suse|Mie| Suse | Mie| Suse
119 (Paciente pos-operatorio hepatectomia (cimose hepatica ¢ hepatocarcinoma) | 63anos | M | sim | AL [29032010{ 16| R | 8 | R |64 | RDIS| R | 4| § | 6] R
133 [Paciente cimose lsta transplante hepatico SDanos | M | sim | A2 |24012011) 2] T {025 S| 1| R[>B| R[4] S || R
100 (Paciente sub embolizagio priapristo Sdanos | M [ ndo [ A3 [22020009) 4 | RO | S|OS| T PIBf R} T {2 §
79 |Abscesso penis Sdanos | M | ndo [ A3 |15122009] 4 | R [025) S| L | R|>18| R 6] R
] A4 {03102007) 8 | R{ 8 [ R[4 | R|DIB[ R|32| T |2 R
30 |UTI- Choque Cardiogénico pos IAM Tanos | M | ndo | A4 |23092007) 8 | R[ 8 | R[64| R[DIB| R32] T | 8] R
26 |Transplante de Medula Ossea (Quinioterapia + inipener) Manos | M | sim | AS {20092007f 8 | R| 4 | R |64 | R [>128] R 2 R
i AS 12072007 8 ) R | 8 | R [o64|R|>I28] R § R
34 |Paciente HIVagudo - Pancreatite necrohemomgica Sanos | M | sim | A6 | 29052008 § | R [ 8 | R | 64| R[> R|64| R [ 8] R
10 6anos | F | sim | A7 | 14072006 16 R | 16 | R [ 64| R |>8| R |64 R | 16| R
12 |Cirurgia do torax B0anos | F | sim | A7 | 13072006 32| R [ 16 | R |18 R {>128] R {64| R [ 8| R
9 |Transplante renal (tratamento inipenem) Tlanos | F | sim | A8 |30062006[ 16 R [ 4 | R | 64| R |[>128] R|64| R [ 16| R
§ | Transplante heptico - Cimose hepético auto-inmne 18anos | F | sim| A9 [12062006) 16| R | 8 | R {128 R [>128| R [64| R | 16| R
n A0 250420070 § [ R 4 | R332 R[>18) R|o4] R [16] R
14 ALL 02012007 16| R 4 | RU32| R[>128] R|64| R [ 16| R
19 |Operada esofagectomia Tanos | F | sim | AIL{01032007) 32| R| 8 | R[32 | R[PIB| R|[64| R | 8| R
11 |Paciente pos-quinmoterapia por Leucemia secunddria 9anos | F | ndo | AI2 {09012007) 16| R | 16 | R {64 | R [>18] R[64| R |32| R
20 |Pos-operatri colecistectomia (Sepse grave -Tratamento Imipenem) Thanos | F | sim A1 [230030007| 16| R| & | R |64 | RIS R|{64| R | 8| R
70 |Paciente Sindrome Antifosfolipideo (Hipertenszo portal) 5anos | F | sim | A3 {07002009f 8 | R | 32 | R | 64| R [>128] R
71 [Paciente pos-operatdrio embolectomia de MID (Obstrugio arterial aguda) | 93anos | M | sim | AI3 {06012009[ 16| R | 32 | R | 64 | R [>I28] R
73 |Paciente pos-operatorio de transplante hepatico Ganos | M [ sim [ Al4{31/082009| 16| R| 4 | R | 16| R |>18] R
5 6anos | M | ndo | AIS|05122009) 4 | R | 4 | R[16| R |DIB| R[2] §
83 |Transplante renal T0anos | M | ndo | AIS {01022010) 4 | R| 4 | R[I6| RPIS| R[4| S |e4| R
49 |Pos-operatario Transplante hepitico S4anog | M [ sim [ Al6 [03/112009| 32| R| 16 | R | 64| R |>128] R
51 |Pos-operatonio esofagectoma transediastinal Tanos | M | sim [ AI6 03122009 32| R'| 16 | R | 18] R [2I8| R
] AT\ 2911020090 16| R | 4 | R 32| R [>18] R
35 [Paciente pos-operatorio tardio gastroduodeno pancrectomia AIS [10062008) 8 | R'| 8 | R |64 | R |DI8| R
110 (Endocardite chogue-septico Ganos | F | sim | Bl |07032010) 4 | R{025] S| I | R|{>128] R [18] R || R
86 Tlanos [ M | ndo | B2 [30/1202009f 4 | R |<025 S |025( S [>128] R [64] R [ 32| R
106 Soanos [ M [ ndo | CU [11022010{05] S {025| S|05| [ |>128] R 64| R | 4 R
4 |Biopsia de abscesso Danos | M | sim | DI {23007200 8 | R| & | R {64 [ R|>18) R[64| R | 16| R
6 |Servigo de transplante anos | M | sim | DI | 08052008 16 R | 8 | R [128] R [>18| R 32| 1 | 8] R
7 |Transplante de figado GTanos | M | sim | D2 [18/002006{ 32| R | 16 | R | 18| RIS R {32 T | 8] R
1 (Transplante renal @anos | F | sim | D3 | 28012005 4 | R[ 8 | R| 64| R[> R|64| R [16]| R
2 {Transplante figado 19anos | F [ sim | D3 |13052005) 32| R | 8 | R|32| R|IS| R|64| R | 16| R
3 [Cardiopatia geral nefrologa Banos | F | sim | D3 | 11062005{ 16 R | 8 | R | 64| R[> R|64] R [16] R
5 |UTlanestesiologia $lanos | F | sim| D3 |10/122005[ 16 R [ 8 | R | 64| R[> R|32] I [16] R
114 |Cirurgia igado/Transplante hepético/Cimose Aleoolica fanos | M | ndo [ EI |1603200[ 16| R [ 8 | R| 64| R|[>18| R|32| I [64]| R
165 |Cirurigia de emergéncia (Hodge positivo) Sanos [ M | sim | FI |08062011{128] R [ 64 | R |>t8) R| 32| R
50 |Paciente pos-operatorio transplante hepitico Sdanos | M | sim | F2 |1011209{ 32| R 16 | R | 64| R |[>128] R |128] R [16] R
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Anexo 2 - Foto do gel de PCR da amplificagdo do gene codificador blages (846pb)

e 16 S (150pb). PM- Peso Molecular. Isolado C. Controle negativo. Isolado C+
Controle positivo. Isolados 3-19 negativo para o gene GES

Anexo 3 - Foto do gel de PCR da amplifica¢do do gene codificador blaspy (798pb)

e 16 S (150pb). PM- Peso Molecular. Isolado C. Controle negativo. Isolado C+
Controle positivo. Isolados 3-19 negativo para o gene SPM

Anexo 4 - Foto do gel de PCR da amplificagao do gene codificador blay (382pb)

e 16 S (150pb). PM- Peso Molecular. Isolado C. Controle negativo. Isolado C+
Controle positivo. Isolados 3-19 negativo para o gene VIM
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Anexo 5- Foto do gel de PCR da amplificagdo do gene codificador blagn (477pb)

e 16 S (150pb). PM- Peso Molecular. Isolado C. Controle negativo. Isolado C+
Controle positivo. Isolados 3-19 negativo para o gene GIM
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Anexo 6 - Foto do gel de PCR da amplificagdio do gene codificador blapp

(188pb). PM- Peso Molecular. Isolado C. Controle negativo. Isolado C+ Controle
positivo. Isolados 3-19 negativo para o gene IMP





