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RESUMO

EPIDEMIOLOGIA E INVESTIGACAO DE MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS
CARBAPENEMICOS E POLIMIXINAS EM BACILOS GRAM-NEGATIVOS
MULTIRRESISTENTES

AUTOR: Vinicius Victor Lorenzoni
ORIENTADORA: Rosmari HOrner

A resisténcia bacteriana € um problema de salude publica global e acarreta em infecgdes
hospitalares recidivantes, altas taxas de morbimortalidade e elevado impacto financeiro. Os
carbapenémicos e polimixinas sdo antimicrobianos extensamente utilizados para o tratamento
de microrganismos Gram-negativos multirresistentes. Diversos mecanismos de resisténcia a
esses farmacos ja foram relatados, como producdo de B-lactamases (exemplo, Klebsiella
pneumoniae carbapenemase, metalo-p-lactamases e oxacilinases), modificagdes na membrana
externa (exemplo, alteracfes em sistemas componentes PmrAB/PhoPQ e no lipidio A) e
sistemas de efluxo, limitando as op¢Oes terapéuticas. O objetivo deste estudo foi determinar o
perfil epidemioldgico de 3069 isolados clinicos de bacilos Gram-negativos multirresistentes
oriundos do Hospital Universitario de Santa Maria, entre os anos de 2015 e 2017, e detectar a
resisténcia aos carbapenémicos e polimixinas por métodos fenotipicos (difusdo de disco com
inibidores enzimaticos, Carba-NP, Blue-Carba e Polimixina NP) e moleculares (Reacdo em
Cadeia da Polimerase e sequenciamento). Verificou-se a presenca de KPC em 80% das
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (56/70), bem como a presenca do gene blakec
por PCR convencional. Os testes de difusdo de disco com inibidores enziméticos, Carba-NP e
Blue-Carba demonstraram 100% de sensibilidade e especificidade para detectar a presenca de
carbapenemases. O teste Polimixina NP demonstrou 100% de sensibilidade e especificidade
para detectar resisténcia a colistina em 340 bacilos Gram-negativos (enterobactérias,
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa) com sensibilidade reduzida as
polimixinas. Entre eles, o gene mcr-1 mediado por plasmideos esteve presente em um isolado
de Escherichia coli resistente a colistina (CIM 64 pg/mL) recuperado de hemocultura,
detectado por PCR convencional e confirmado por método Sanger de sequenciamento. A
capacidade de transmissdo do gene foi investigada por conjugacéo bacteriana com E. coli J53
resistente a azida, onde obteve-se um transconjugado resistente a colistina (CIM 4 ug/mL) e
carreador do gene mcr-1. Através de uma analise temporal da resisténcia antimicrobiana em
2659 isolados de K. pneumoniae entre 0s anos de 2015 e 2017, observou-se um aumento de
resisténcia a colistina (532,8%), amicacina (142,8%), meropenem (85,1%), imipenem (79,5%),
tigeciclina (77,7%), ciprofloxacino (66,7%), gentamicina (51,9%) e ertapenem (36,1%). Em
suma, 0s principais genes detectados no estudo foram blakpc € mcr-1 e os testes fenotipicos
apresentaram 6tima performance, possibilitando a utilizacdo na rotina laboratorial. Frente ao
exposto, torna-se fundamental reforcar a implementacdo de medidas de controle de infecgéo
mais rigorosas e planejamento terapéutico adequado, uma vez que esse fenétipo apresentado é
acelerado pela disseminacdo de clones de alto risco e genes de resisténcia mediados por
elementos genéticos moveis, como plasmideos, bem como wuso indiscriminado de
antimicrobianos.

Palavras-chaves: Carbapenémicos. Infecgdo hospitalar. Polimixinas. Resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

EPIDEMIOLOGY AND INVESTIGATION OF CARBAPENEM AND POLYMYXIN
RESISTANCE MECHANISMS IN MULTIDRUG-RESISTANT GRAM-NEGATIVE
BACILLI

AUTHOR: Vinicius Victor Lorenzoni
ADVISOR: Rosmari HOrner

Bacterial resistance is a global public health problem and leads to relapsing nosocomial
infections, high morbidity and mortality rates and high financial impact. Carbapenems and
polymyxins are extensively antimicrobials agents used for treatment of multidrug-resistant
Gram-negative microorganisms. Several mechanisms of resistance to these drugs have been
reported, such as the production of B-lactamases (e.g. Klebsiella pneumoniae carbapenemase,
metallo-p-lactamases and oxacillinases), modifications in outer membrane (e.g. changes in
PmrAB/PhoPQ component systems and in lipid A) and efflux systems, limiting therapeutic
options. The aim of this study was to determine the epidemiological profile of 3069 multidrug-
resistant Gram-negative bacilli clinical isolates from the Hospital Universitario de Santa Maria
between the years 2015 and 2017 and to detect resistance to carbapenems and polymyxins by
phenotypic (disc diffusion with enzymatic inhibitors, Carba-NP, Blue-Carba and Polymyxin
NP) and molecular methods (Polymerase Chain Reaction and sequencing). Presence of KPC in
80% of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae was verified, as well as the presence of blakpc
gene by conventional PCR. Disk diffusion with enzymatic inhibitors, Carba-NP and Blue-Carba
phenotypic tests showed 100% sensitivity and specificity to detect the presence of
carbapenemases. Polymyxin NP test demonstrated 100% sensitivity and specificity to detect
resistance to colistin in 340 Gram-negative bacilli (Enterobacteriaceae, Acinetobacter
baumannii and Pseudomonas aeruginosa) with reduced sensitivity to polymyxins. Among
them, the plasmid-mediated mcr-1 gene was present in one colistin-resistant Escherichia coli
isolate (MIC 64 pg/mL) recovered from blood culture, detected by conventional PCR and
confirmed by Sanger sequencing method. The ability to transmit the gene was investigated by
bacterial conjugation with azide-resistant E. coli J53 and a colistin-resistant transconjugant
(MIC 4 pg/mL) and carrier of the mcr-1 gene were obtained. A temporal analysis of
antimicrobial resistance in 2659 K. pneumoniae isolates between the years 2015 and 2017
showed and increase resistance to colistin (532.8%), amikacin (142.8%), meropenem (85.1%),
imipenem (79.5%), tigecycline (77.7%), ciprofloxacin (66.7%), gentamicin (51.9%) and
ertapenem (36.1%). Therefore, the main genes detected in the study were blakec and mcr-1,
and the phenotypic tests presented excellent performance, making possible the use in the
laboratory routine. In view of the foregoing, it’s fundamental to reinforce the implantation of
stricter infection control measures, and adequate therapeutic planning, as this phenotype is
accelerated by the dissemination of high-risck clones and resistance genes mediated by mobile
genetic elements, such as plasmids, as well as indiscriminate use of antimicrobials agents.

Keywords: Bacterial resistance. Carbapenems. Nosocomial Infection. Polymyxins.
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INTRODUCAO

1 RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana é uma ameaga crescente para a salde publica e acarreta em
infeccbes hospitalares recidivantes, altas taxas de morbimortalidade e elevado impacto
financeiro para as instituicdes de saude e pacientes, incluindo custos de diagnosticos, terapia
medicamentosa e tempo de internacdo (WHO, 2014). Seu desenvolvimento é um processo
evolutivo normal para os microrganismos, mas é acelerada pela pressao seletiva exercida pelo
uso indiscriminado de antimicrobianos, bem como a variedade de genes de resisténcia em
diferentes bactérias e o nimero de clones dentro de uma espécie, associada a transferéncia
horizontal por elementos genéticos moéveis, como plasmideos e transposons (BASSETTI et al.,
2015).

O uso de antimicrobianos € o fator mais importante que leva a resisténcia, uma vez que
estdo entre 0os medicamentos mais prescritos na medicina humana. Segundo o Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), 50% de todos antimicrobianos séo prescritos
incorretamente ou desnecessariamente nos Estados Unidos. Ainda, s&o comumente utilizados
em alimentos para prevenir e controlar doencas e promover crescimento de animais.
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013).

Com a perda de eficacia desses farmacos, os tratamentos tornam-se imprecisos,
prejudicando nédo s6 a capacidade de combater doencas infecciosas de rotina, mas também o
tratamento de outras enfermidades como céncer e doengas cronicas (FRIEDEN, 2013).
Recentemente, a Organizacdo Mundial da Salde lancou uma diretriz listando as principais
bactérias que necessitavam o desenvolvimento de novos antibidticos. Dentre elas, estavam
enterobactérias, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes aos
carbapenémicos (WHO, 2017). Estes microrganismos estdo entre as principais causas de
infeccbes nosocomiais, uma vez que possuem mdaltiplos mecanismos de resisténcia, como
alteracbes nos lipopolissacarideos, hiperexpressdo de bombas de efluxo, perdas de porinas,
mutagdes na capsula polissacaridica e producdo de enzimas [-lactamases (em especial as
carbapenemases) (CAMPOS et al., 2004; MEHRAD et al., 2014; POTRON; POIREL;
NORDMANN, 2015; PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015).
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A propagacdo de carbapenemases levou a resisténcia aos carbapenémicos, até entdo
utilizados no tratamento de Gram-negativos multirresistentes, tornando-se necessario o uso de
outros farmacos, como aminoglicosideos (exemplo, amicacina) e polimixinas B e E (colistina)
(MORRIL et al., 2015; RAFAILIDIS; FALAGAS, 2014). O uso descontrolado destes e 0
emprego de monoterapias tem contribuido para a disseminacéo destes microrganismos e a baixa

susceptibilidade a essas classes de antimicrobianos (TEMKIN et al., 2014).

Estudos demonstram que as taxas de resisténcia aos carbapenémicos e polimixinas estéo
crescendo, 0 que torna necessario investigar os mecanismos de resisténcia a fim de compreender
a epidemiologia nos locais de infeccdo e promover medidas de controle da disseminagao desses
microrganismos multirresistentes (AIRES et al., 2016; BARON et al., 2016; PITOUT,
NORDMANN; POIREL, 2015; ROSSI et al., 2017).

2 MICRORGANISMOS GRAM-NEGATIVOS

Os microrganismos Gram-negativos podem englobar membros da ordem
Enterobacteriales (exemplo, géneros Escherichia, Enterobacter e Klebsiella) e ordem
Pseudomonadales (exemplo, géneros Acinetobacter e Pseudomonas). Eles possuem uma
parede celular (Figura 1) complexa constituida de membrana externa contendo
lipopolissacarideos (LPS) e porinas, espago periplasmatico contendo lipoproteina,
peptideoglicano e proteina ligadora de nutriente, e uma membrana plasmética contendo
proteinas carreadoras. A membrana externa tem papel fundamental na manutencéo da estrutura
bacteriana e funciona como uma barreira de permeabilidade, dificultando o acesso de enzimas
hidroliticas e moléculas hidrofobicas (exemplo, antimicrobianos) ao peptideoglicano
(ADEOLU et al., 2016; MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2014).



12

Figura 1 — Estruturas da parede celular de bactérias Gram-negativas.
Membrana
EXI'EHTIE IR ”” 1|

9%
11}
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Fonte: MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2014, p. 111 (modificado).

Uma bactéria Gram-negativa possui uma camada fina de peptideoglicano e uma membrana externa contendo
lipopolissacarideos, fosfolipidios e proteinas. O espaco periplasmatico contém proteinas de transporte, degradacéao
e sintese da parede celular.

Os lipopolissacarideos sdo constituidos de lipidio A, nucleo polissacaridico e antigeno
O. O lipideo A é um glicofosfolipidio que serve como endotoxina, conferindo propriedades de
patogenicidade sobre o sistema imune. Os microrganismos possuem sistemas capazes de
controlar a expressdo do LPS, produzindo variantes estruturais usadas para modular a resposta
imune do hospedeiro durante a infec¢do. Concentracdes elevadas de LPS podem causar febre,
aumento da frequéncia cardiaca, choque séptico e morte e, concentrac@es baixas podem induzir
a resisténcia nao especifica aos antimicrobianos (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014;
UCHIYAMA; JACOBS, 1978).
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3 B-LACTAMICOS E ENZIMAS B-LACTAMASES

Os B-lactamicos sdo uma classe de antibidticos que atuam na inibicdo da sintese da
parede celular bacteriana. Entre os grupos de B-lactamicos estdo as penicilinas, como a
penicilina e seus derivados (exemplo, penicilina G, amoxicilina e ampicilina); cefalosporinas
de 12 geracéo (exemplo, cefazolina e cefadroxil), 22 geragédo (exemplo, cefuroxima e cefoxitina),
32 geracéo (exemplo, ceftriaxona e ceftazidima), 42 geracdo (exemplo, cefepima) e 52 geracao
(exemplo, ceftarolina); carbapenémicos (exemplo, meropenem, imipenem, ertapenem e
doripenem) e monobactamicos (exemplo, aztreonam) (FERNANDES; AMADOR,;
PRUDENCIO, 2013).

A integridade da parede celular se da pela presenca de proteinas ligadoras de penicilina
(PBPs) e glicosiltransferases (GTs). Enquanto as PBPs sdo responsaveis pela rigidez da parede
celular por meio de ligacGes cruzadas entre cadeias de glicano e remocao de um residuo terminal
D-alanina, as GTs promovem uma estabilizacdo osmatica através de ligacbes covalentes entre
os &cidos N-acetilmuramico (NAM) e N-acetilgluocosamina (NAG). Os B-lactdmicos possuem
semelhanca estrutural com ao aminoacido D-alanina, ligando-se as PBPs e inativando-as. A
reducdo da sintese da parede celular leva a ativacdo de enzimas autoliticas, ruptura da rede de
peptideoglicano e lise celular (BONOMO, 2017; NICOLAU, 2008).

Os carbapenémicos (Figura 2) possuem em suas estruturas um anel B-lactdmico ligado
a um anel tiazolidinico por um &tomo de nitrogénio e carbono tetraédrico adjacente. Possuem
atividade de amplo espectro e sdo utilizados como primeira linha na terapia empirica inicial
para o tratamento de infec¢des nosocomiais graves, incluindo pneumonias, infec¢des do trato
urinario, septicemias e neutropenia febril. Frente aos microrganismos Gram-negativos,
possuem boa atividade contra enterobactérias produtoras de [3-lactamases de espectro ampliado
(ESBLSs) ou cefalosporinases do tipo AmpC. Eles possuem um perfil de seguranca semelhante
ou melhor que outras classes de fB-lactamicos, contudo podem ocorrer complica¢cbes como
efeitos gastrointestinais, cefaleia, vomitos e baixo risco de convulsdes (BONFIGLIO; RUSSO;
NICOLETTI, 2002; MORRIL et al., 2015; NICOLAU, 2008).
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Figura 2 — Estruturas quimicas do meropenem (a), ertapenem (b), imipenem (c) e doripenem

(d).

(b) (d)

Fonte: Sigma-Aldrich.

As enzimas B-lactamases atuam sobre os antibidticos B-lactamicos, como penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos, rompendo o anel B-lactdmico por hidrolise, inativando-os. A
propagacdo de bactérias produtoras dessas enzimas € clinicamente preocupante, visto que
conferem resisténcia as principais opcdes terapéuticas utilizadas em diversas doencas
infecciosas (BONOMO, 2017).

As PB-lactamases podem ser classificadas quanto Ambler (classes de A a D) e pelo
sistema Bush-Jacoby (grupos de 1 a 4). Enquanto Ambler leva em consideracao sequéncias de
aminoacidos, Bush-Jacoby baseia-se na hidrolise do substrato e agentes inibidores (BUSH;
JACOBY, 2010).

As enzimas da classe A sdo frequentemente codificadas por plasmideos, mas podem

estar localizadas no cromossomo bacteriano. Normalmente hidrolisam carbapenémicos,
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penicilinas, cefalosporinas, aztreonam e sdo susceptiveis frente a inibidores comercialmente
disponiveis, como clavulanato, sulbactam, tazobactam e avibactam. B-lactamases TEM, SHV e
CTX-M sédo encontradas principalmente em E. coli e Klebsiella spp. Muitas enzimas de classe
A atuam frente a cefalosporinas de espectro ampliado, como é o caso de CTX-M, especialmente
CTX-M14 e CTX-M15 em E. coli. Outras enzimas sdo codificadas por integros, como Guiana-
extended spectrum (GES-1) em K. pneumoniae e VEB-1 em P. aeruginosa e A. baumannii.
Poucas enzimas da classe A exercem hidrolise aos carbapenémicos. As principais
carbapenemases da classe A incluem Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), GES, non—
metallo-carbapenemase-A (Nmc-A) e Serratia marcescens enzyme (SME). Com excecdo da
KPC e GES, a distribuicdo das demais carbapenemases € relativamente limitada (BONOMO,
2017).

As enzimas da classe B degradam os B-lactdmicos na presenca de um cofator metalico
(Zn?*). Genes bla de MBLs estdo localizados em cromossomos, plasmideos e integrons.
Organismos produtores de metalo-B-lactamases geralmente sdo resistentes a penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos, mas ndo possuem atividade frente aos monobactamicos
(aztreonam). S&o resistentes na presenca de inibidores comercialmente disponiveis, mas devido
a dependéncia de zinco, a catalise é inibida por agentes quelantes, como EDTA (BONOMO,
2017).

As enzimas da classe C incluem as -lactamases do tipo AmpC, geralmente codificadas
por genes bla localizados no cromossomo bacteriano. Sao resistentes a penicilinas, inibidores
de B-lactamases (clavulanato e tazobactam) e a maioria das cefalosporinas, como cefoxitina,
ceftriaxona e cefotaxima. Contudo, possuem baixa atividade frente a cefepima e sdo inativados
por carbapenémicos (BONOMO, 2017; BUSH; JACOBY, 2010)

As enzimas da classe D incluem as oxacilinases, capazes de hidrolisar oxacilina.
Diferentes enzimas dessa classe podem conferir resisténcia as penicilinas, cefalosporinas,
cefalosporinas de espectro estendido (ESBL do tipo OXA) e carbapenémicos (carbapenemases
do tipo OXA). Este grupo é capaz de hidrolisar amino e carboxipenicilinas e sdo inibidos por
cloreto de sodio (NaCl) (BONOMO, 2017; BUSH; JACOBY, 2010).
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3.1 RESISTENCIA AOS CARBAPENEMICOS

A utilizacdo dos carbapenémicos para o tratamento de infec¢des causadas por bactérias
resistentes a multiplas drogas (MDR) levou a propagacao da resisténcia a esta classe, tornando-
se um problema de saude global. A reducéo da susceptibilidade pode surgir através da hidrélise
do anel B-lactdmico por enzimas carbapenemases, alteraces da permeabilidade da membrana
por mutacdes em bombas de efluxo e porinas (LOGAN; WEINSTEIN, 2017; POTTER;
D’SOUZA; DANTAS, 2016).

3.1.1 Enzimas carbapenemases

A enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) presente principalmente na
familia Enterobacteriaceae esta globalmente distribuida de forma endémica e é responsavel por
muitos surtos em todo mundo (LOGAN; WEINSTEIN, 2017). No Brasil, o primeiro relato de
KPC-2 foi descrito por Monteiro et al. (2009) em quatro isolados clinicos de K. pneumoniae
resistentes aos carbapenémicos e cefalosporinas, coprodutores de outras enzimas como TEM-
1, CTX-M-2 e SHV-11, coletados de sangue e urina, oriundos da cidade de Recife. Desde entao,
a enzima também vem sendo descrita em outros géneros de enterobactérias e ndo-
fermentadores, como Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa (MONTEIRO et
al., 2009; da SILVA et al., 2018; de PAULA-PETROLI et al., 2018; RIBEIRO et al., 2016;
ROSA et al., 2017). Outras enzimas pertencentes a classe A, como GES, vem sendo relatadas
esporadicamente, principalmente a variante GES-5, em isolados de K. pneumoniae e P.
aeruginosa (PICAO et al., 2010; POLOTTO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014).

Recentemente, no ano de 2015 em S&o Paulo, foi relatado o surgimento de uma nova
carbapenemase de classe A, a Brazilian Klebsiella carbapenemase (BKC-1) em trés isolados
clinicos de K. pneumoniae a partir de amostras de sangue, trato respiratorio inferior e swab
perirretal (NICOLETTI et al., 2015). Um estudo realizado por Martins et al. (2016) avaliou a
frequéncia desta enzima em 635 isolados de Klebsiella spp. oriundos de diferentes regides
brasileiras, sendo detectado em apenas 0,3% (2/635) isolados de K. pneumoniae, cultivados de
amostras de sangue e swab retal de pacientes internados em diferentes hospitais da cidade de
Séo Paulo (MARTINS et al, 2016).
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A disseminacdo de metalo-p-lactamases aumentou drasticamente ap0s a descoberta da
New Delhi metallo-B-lactamase (NDM) em 2008 em um isolado de K. pneumoniae na india
(YONG et al., 2009). Desde entdo, tem havido uma disseminacdo global de NDM entre
diferentes espécies, de forma endémica no subcontinente indiano e de forma esporadica em
outras regides (LOGAN; WEINSTEIN, 2017). No Brasil, a enzima vem sendo relatada
principalmente em K. pneumoniae, e isoladamente em outros microrganismos, como
Enterobacter cloacae, E. hormaechei, A. baumannii e Providencia rettgeri, coprodutores ou
ndo de KPC-2 (CARVALHO-ASSEF et al., 2013; PEREIRA et al., 2015; PILLONETTO et
al., 2014; QUILES et al., 2015).

A primeira deteccdo de Sao Paulo metallo-B-lactamase (SPM-1) foi descrita por
Toleman et al. (2002) em um isolado clinico de P. aeruginosa cultivado em urina em S&o Paulo.
Desde entdo, esta enzima foi descrita em distintas regides brasileiras, sendo observada em
varios surtos hospitalares de P. aeruginosa (GASPARETO et al., 2007; MARTINS et al., 2007;
POLOTTO et al., 2012; TOLEMAN et al., 2002). Em um estudo realizado por Martins et al.
(2007), ao investigarem a prevaléncia de metalo-p-lactamases em dois hospitais terciarios de
Porto Alegre, constaram a presenca de SPM-1 em 19,56% (18/92) e IMP-1 em 5,43% (5/92)
dos isolados de P. aeruginosa resistentes a ceftazidima e/ou imipenem. A presenca de IMP
também foi descrita por outros autores, incluindo isolados de Acinetobacter spp., K.
pneumoniae e S. marcescens, coprodutores de KPC e CTX-M, por exemplo (LINCOPAN et
al., 2006; MARTINS et al., 2007; SILVA et al., 2015; TOGNIM et al., 2006).

O primeiro relato de uma variante (OXA-370) da familia OXA-48 no Brasil foi descrito
por Sampaio et al. (2014) em uma cepa de Enterobacter hormaechei recuperada de swab retal,
na cidade de Porto Alegre. Desde entdo, a variante foi relatada em outros espécimes, como
Citrobacter freundii, E. cloacae, E. aerogenes, K. pneumoniae. Magagnin et al. (2017)
descreveram gue esta variante pode ndo transmitir alto nivel de resisténcia aos carbapenémicos,
uma vez que apresentou sensibilidade de 94,2% ao meropenem, 78,8% ao imipenem e 7,7% ao
ertapenem, para os 52 isolados avaliados (MAGAGNIN et al., 2017; PEREIRA et al., 2015;
SAMPAIO et al., 2014).
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3.1.1.1 Deteccdo fenotipica e molecular de carbapenemases

3.1.1.1.1 Difuséo de disco com inibidores enziméticos

A deteccdo de produtores de KPC baseia-se na atividade do &cido bordnico e seus
derivados (acido fenilborénico e acido 3-aminofenilborénico) em inibir B-lactamases do tipo
serina. A deteccdo de produtores de MBL baseia-se na atividade agentes quelantes como EDTA
e acido dipicolinico em impedir o uso de zinco para hidrolisar os B-lactdmicos. Nenhum teste
com inibidores é adequado para detectar produtores de OXA, uma vez que sdo resistentes aos
inibidores de B-lactamases, como &cido clavulanico, tazobactam e sulbactam, ou qualquer
agente quelante de zinco (NORDMANN et al., 2012).

A técnica consiste na suplementacdo de discos de carbapenémicos com inibidores
enzimaticos e aplicacdo em uma placa de agar Mueller-Hinton contendo uma suspensdo
bacteriana. Ap6s a incubacao da placa por 18-24 horas a 352 °C, é realizada a medicao da
formagé&o de halos e comparacao dos discos suplementados ou ndo com os inibidores. Isolados
com diferenca de didmetro > 5 mm sao considerados produtores de carbapenemases (ANVISA,

2013).

O método possui elevada sensibilidade, mas problemas de especificidade podem ocorrer
quando hé coproducao de AmpC e alguns tipos de ESBLS, uma vez que o acido borénico pode
inibir essas classes de B-lactamases, gerando resultados falso-positivos (BIALVAEI et al.,
2015). Um estudo realizado por Pasteran et al. (2011) constatou 97% de sensibilidade para
deteccdo de KPC e MBL, bem como 97% e 81% de especificidade para deteccdo de KPC e
MBL, respectivamente, em isolados de P. aeruginosa na presenca de &cido aminofenilborénico
e dipicolinico. Ansari, Munir e Saad (2018) detectaram a presenca de carbapenemases em
95,45% (43/34) isolados de enterobactérias, sendo 88,3% (38/35) produtores de KPC e 11,62%
(4/43) coprodutores de MBL, sendo detectados com acidos fenilbordnico e EDTA (ANSARI;
MUNIR; SAAD, 2018; PASTERAN et al., 2011).
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3.1.1.1.2 Carba-NP e Blue-Carba

O teste bioquimico Carba-NP foi inicialmente desenvolvido por Nordmann, Poirel e
Dortet (2012) para identificar a producao de carbapenemases e diferenciar de cepas resistentes
aos carbapenémicos por outros mecanismos, como defeito da permeabilidade da membrana
externa associado a produ¢ao de cefalosporinases e/ou -lactamases de espectro estendido, ou
ainda, cepas sensiveis que expressam [-lactamases sem atividade carbapenemase
(NORDMANN; POIREL; DORTET, 2012a). Posteriormente, o teste foi adaptado por Dortet,
Poirel e Nordmann (2012), denominado Carba NP test Il, para discriminar as classes A, Be D
de Ambler. O método baseia-se na detecgdo da acidifica¢do resultante da hidrélise do anel -
lactdmico do imipenem, associado ao tazobactam e EDTA, como inibidores. Ele utiliza uma
solucdo de vermelho de fenol, sulfato de zinco e imipenem como substrato e se baseia na
mudanca de coloracdo de vermelho para amarelo-laranja (DORTET; POIREL; NORDMANN,
2012; NORDMANN; POIREL; DORTET, 2012b). A técnica ¢é de facil aplicacdo, rapida e
apresenta elevada especificidade e sensibilidade para deteccdo ou ndo da atividade enzimatica.
Um estudo realizado por Dortet et al. (2014) constatou que cepas produtoras de KPC, IMP,
VIM e NDM apresentaram 100% de sensibilidade e especificidade. Contudo, o estudo relatou
91,3% de sensibilidade e 100% de especificidade para OXA-48 (DORTET et al., 2014). Um
estudo realizado por Tijet et al. (2013) constatou resultados falsos-negativos associados a cepas
mucoides e fraca expressdo de OXA-48, demonstrando que o teste ndo € confiavel para

identificacdo precisa de oxacilinases (TIJET et al., 2013).

O teste bioquimico Blue-Carba foi sugerido por Pires, Novais e Peixe (2013) e apresenta
100% de especificidade e sensibilidade. Ele consiste em uma modificacdo do Carba-NP,
substituindo o indicador vermelho de fenol por azul de bromotimol. Este indicador possui faixa
ampla de pH (6,0 a 7,6) para a maioria das p-lactamases (pH = 6,8), tornando possivel a
deteccdo de cepas produtoras diretamente de culturas bacterianas. A solucdo teste contém o
indicador, sulfato de zinco e imipenem como substrato. J& a solugdo controle negativo néo
contem o imipenem, controlando a influéncia de componentes ou produtos bacterianos no pH
da solucéo. A atividade da enzima carbapenemase € detectada pela mudanca de coloragdo azul
para amarelo ou verde quando a solucdo teste e solucdo controle negativo apresentam
coloragdes: amarelo e azul, amarelo e verde ou verde e azul, respectivamente. N&o produtores
de carbapenemases permanecem azul ou verde em ambas as soluces teste e controle negativo
(PIRES; NOVAIS; PEIXE, 2013).
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Um estudo realizado por Pancotto et al. (2018) avaliou a performance do Carba NP,
Blue-Carba e método de inativacdo de carbapenémicos em 83 isolados de enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos. Verificou-se 62,7%, 95,3% e 74,4% de sensibilidade e 97,5%,
100% e 97,5% de especificidade, respectivamente. Problemas de sensibilidade do Carba NP
foram descritos para produtores de OXA-370 (PACOTTO et al., 2018). Bir et al. (2018)
compararam 0s testes In-house Carba NP (iCarba NP), Commercial Carba NP (cCarba NP),
Blue Carba (BCarba), teste modificado de Hodge (MHT) e CHROMagar KPC, e verificaram
que houve variacdo de sensibilidade de 63,6% a 96,9%. A menor sensibilidade foi encontrada
no MHT (63,6%), e a maior para 0 CHROMagar KPC e BCarba, ambos com 96,9%, seguidos
do cCarba NP, cCarba NP e iCarba NP, ambos com 93,9%. Todos testes tiveram especificidade
de 71,4%, com excecdo do BCarba (57,1%) (BIR et al., 2018).

3.1.1.1.3 Métodos de inativacao de carbapenémicos modificado (mCIM) e associado ao EDTA
(eCIM)

O método de inativacdo de carbapenémicos foi desenvolvido por van der Zwaluw et al.
(2015) para detectar a atividade de carbapenemases, incluindo oxacilinases. Baseia-se na adi¢ao
de disco de 10 pg de meropenem em uma suspencdo bacteriana (alvo de investigacao) e
incubacdo por 2 horas a 35 °C. Posteriormente, o disco é transferido a uma placa de agar
Mueller-Hinton contendo uma cepa sensivel aos carbapenémicos (E. coli ATCC 25922). A
presenca de carbapenemases é indicada pela inativacdo do disco de meropenem e crescimento
da cepa sensivel aos carbapenémicos. A auséncia de carbapenemases € indicada pela formacéo
de halo de inibicdo. O método € considerado como triagem, uma vez que nao diferencia os tipos
de carbapenemases (VAN DER ZWALUW et al., 2015). Um estudo realizado por Tijet, Patel
e Melano (2015) em 182 isolados de enterobactérias revelou que o teste apresentou 100% de
especificidade e maior sensibilidade (98%) quando comparado com o Carba-NP (100% de
especificidade e 90,1% de sensibilidade) (TIJET; PATEL; MELANO, 2015).

Problemas de sensibilidade decorrentes da deteccdo de OXA-48 levaram a modificacfes
no teste. Descrito por Pierce et al. (2017), o método de inativacdo de carbapenémicos
modificado (mCIM) difere-se na etapa de inativacdo do meropenem, preparando a suspensao
bacteriana em Caldo Triptona de Soja (TSB) e aumento de incubacdo para 4 horas. A
modificagdo levou aumento de sensibilidade de 82% para 93%. A adicdo de &cido
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edilenodiaminotetracético (EDTA) ao TSB permite a diferenciacdo entre serino
carbapenemases e metalo-p-lactamases (CLSI, 2018; PIERCE et al., 2017).

3.1.1.1.4 Meios cromogénicos

A triagem de carbapenemases pode ser realizada por meios de cultura comercialmente
disponiveis contendo inibidores de crescimento de bactérias sensiveis aos carbapenémicos.
Isolados resistentes assumem cores diferentes de acordo com suas propriedades enzimaticas
(NORDMANN et al., 2012; PERRY, 2017).

O CHROMagar™ KPC ¢ apenas capaz de detectar isolados produtores de KPC com
altos niveis de resisténcia aos carbapenémicos. Nordmann et al. (2012) desenvolveram o meio
Supercarba, um meio contendo agar Drigalski, ertapenem, sulfato de zinco e cloxacilina, capaz
de detectar produtores com baixa resisténcia (especialmente produtores de OXA-48), melhorar
a expressdo de MBL e impedir crescimento de isolados com altos niveis de cefalosporinases
(NORDMANN; GIRLICH; POIREL, 2012). Segarra et al. (2018), ao avaliarem o meio
CHROMagar™ mSuperCARBA™, descreveram 93,05% e 96,21% de sensibilidade e
especificidade, respectivamente, para deteccdo de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos, oriundos de swab retal para cultura de vigilancia epidemiolégica. VVasoo et al.
(2014), descreveram alta sensibilidade (97,8%) e especificidade (86,4%) do meio Spectra™
CRE em comparagdo a0 CHROMagar™ KPC (76,6% sensibilidade, 75,7% especificidade) ao
detectarem isolados produtores de KPC de swab perirretal (SEGARRA et al., 2018; VASOO
etal., 2014).

3.1.1.1.5 Deteccéo de genes de carbapenemases

As técnicas moleculares séo consideradas técnicas de referéncia para identificacdo e
diferenciacdo de genes de carbapenemase, como blakpec, blasem, blavim, blame, blanom €
blaoxa-4s. Pode-se utilizar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que possui elevada
sensibilidade e especificidade (NORDMANN et al., 2012). A caracterizacdo dos genes é

possivel atraves da tecnica de sequenciamento, ou seja, quando se faz necessaria a identificacao
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precisa das carbapenemases. Ela é interessante principalmente para a pesquisa e para fins
epidemiologicos, mas a identificagdo concisa das enzimas ndo é necessaria para o tratamento
de pacientes ou para prevencdo de surtos (NORDMANN; POIREL, 2013).

3.1.2 Bombas de efluxo

As bombas de efluxo sdo compostas por proteinas presentes na membrana externa
bacteriana e atuam no reconhecimento de agentes nocivos (exemplo, antimicrobianos) que
tenham penetrado na parede celular, expelindo-os para o exterior da célula bacteriana. A
producdo intrinseca de algumas bombas de efluxo em bactérias Gram-negativas permite que
antimicrobianos de diferentes classes sejam transportados, conferindo a resisténcia a multiplas
drogas (MDR) (BLAIR, RICHMOND, PIDDOCK, 2014).

As bombas de efluxo podem ser dividias em cinco familias: Major Facilitator
Superfamily (MSF), ATP Binding Cassette (ABC), Small Multidrug Resistance (SMR),
Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE) e Resistance Nodulation Division (RND).
Esta ultima é responsavel pela tolerdncia de solventes e o efluxo de moléculas lipofilicas e
anfifilicas ocorre através de um gradiente de prétons. A familia RND esta presente em
Klebsiella pneumoniae (AcrABR), Pseudomonas aeruginosa (MexAB-OprM, MexXY-OpmR,
MexEF-OprN, MexCD-OprJ), Acinetobacter baumannii (AdelJK), Escherichia coli (AcrAB-
TolC), Neisseria gonorhoeae (FarmAB-MtrE) e Salmonella enterica (AcrAB-TolC) (BLAIR,
RICHMOND, PIDDOCK, 2014; LI; NIKAIDO, 2009; MARQUEZ, 2005).

Pan et al. (2016), na China, ao avaliarem 75 isolados clinicos de P. aeruginosa
resistentes aos carbapenémicos, constataram que a hiperexpressdao de MexAB-OprM estava
relacionada com a reducdo da susceptibilidade ao meropenem e imipenem (PAN et al., 2016).
Huang et al. (2008), na China, ao avaliarem 35 isolados clinicos de A. baumannii (27 resistentes
e 7 sensiveis aos carbapenémicos), contataram a expressdo de AdeABC em 77% dos isolados
e reversdo da resisténcia ao imipenem e meropenem utilizando inibidores de bomba, incluindo

nas cepas sensiveis, mas que expressavam o sistema AdeABC (HUANG et al., 2008).

Ja para a familia Enterobacteriaceae, a resisténcia aos carbapenémicos pode néo estar
relacionada a auséncia de sistemas de efluxo, como AcrAB ou TolC, mas sim com a alteracéo

da expressédo de porinas, como OmpF. Os inibidores de efluxo, como phenylalanine-arginine
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S-naphthylamide (PABN), podem ndo potencializar a atividade dos carbapenémicos e sim
aumentar os niveis de resisténcia em cepas com producdo de carbapenemases (SAW et al.,
2016).

3.1.3 Porinas

O envelope da célula de bactérias Gram-negativas é constituido por uma membrana
exterior, parede celular de peptideoglicano e uma membrana interna. As porinas séo proteinas
localizadas na membrana externa atuam como canais que permitem o transporte de pequenas
moléculas hidrofilicas como ferro, nutrientes e antibidticos. Ainda, elas servem como
receptores para fagos e bacteriocinas que, em conjunto ao peptideoglicano e lipopolissacarideo,
possuem um papel importante na integridade das células (TSAI et al., 2011). As alteracfes em
porinas geralmente estdo associadas a insercao de fragmentos de DNA nos genes codificadores
das porinas, provocando diferentes resultados a célula bacteriana, variando de uma simples

reducao da expressao até uma mutacdo gerando porinas ndo funcionais (MARTINS, 2014).

Na familia Enterobacteriaceae, a perda de porinas OmpK35 (OmpF) e OmpK36
(OmpC) geralmente esta relacionada a expressdo de AmpC e ESBLs (exemplo, blactx-m €
blasnv-1), levando a reducgéo de susceptibilidade as cefalosporinas e carbapenémicos (GARCIA-
FERNANDEZ et al., 2012; HAMZAOUI et al., 2018; SHI et al., 2013). Em P. aeruginosa, a
resisténcia aos carbapenémicos esta relacionada a proteina OprD, podendo estar relacionada a
sistemas de efluxo (MexAB-OprM, MexXY-OprM) e genes de carbapenemases (exemplo,
blaspm-1, blakec-2 € blages-1) (CAVALCANTI et al., 2015; TERZI et al., 2015).

A expressdo funcional das porinas pode ser analisada por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE). Tendo em vista que o método por
SDS ¢ trabalhoso e demorado, uma alternativa é a detecgdo rapida por espectrometria de massas
em MS MALDI-TOF. Os genes envolvidos podem ser amplificados e sequenciados para
verificar a presenca de, por exemplo, inser¢fes (LITTLE et al., 2012; HU et al., 2015).
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4 POLIMIXINAS

As polimixinas sdo polipeptidios ciclicos utilizadas no tratamento de infec¢Ges causadas
por bactérias Gram-negativas. Esta classe de antimicrobianos foi introduzida na terapéutica na
década de 50, porém foi substituida por outros farmacos devido a sua toxicidade, especialmente
neuro e nefrotoxicidade. A toxicidade se da pelas propriedades hidrofébicas do segmento N-
terminal que também € responsavel pela atividade antimicrobiana, além das posi¢bes 6 (D-
leuciona ou D-fenilalanina) e 7 (L-leucina) (KAYE et al.,, 2016; POIREL; JAYOL;
NORDMANN, 2017).

As polimixinas B e E (Figura 3) s&o as Unicas utilizadas clinicamente e se diferem pela
adicdo de fenilalanina e leucina no anel peptidico, respectivamente. Enquanto a polimixina B é
administrada como antibidtico ativo, a polimixina E é utilizada como pro-farmaco
(colistimetato ou metanossulfonato de colistina), sendo transformada nos fluidos biol6gicos na
forma de colistina e metanossulfonatos. Elas atuam na desestabilizagdo das membranas externa
e citoplasmatica, na neutralizacdo do lipideo A (acdo antiendotoxina) e inibi¢do de enzimas
respiratorias vitais, como NADPH-quinona oxidorredutase tipo Il [NDH-2], presente na
membrana interna bacteriana. A afinidade do anel peptidico policatiénico do farmaco com a
molécula de LPS gera o deslocamento de cations como Mg?* e Ca?', essenciais para a
estabilidade do polissacarideo, além de conduzir a formacéao de superoxido (O2) e perdxido de
hidrogénio (H20>), interferindo na formagdo de grupamentos Ferro-Enxofre e conversdo de
ferro ferroso (Fe®*) para ferro férrico (Fe?*). A presenca de ions Fe**/Fe?* e H,0; induzem a
reacdo de Fenton e formacdo de radicais hidroxila (OH"), responsaveis por causar danos no
DNA, lipideos e proteinas, levando a morte celular (DERIS et al., 2014; GUPTA et al., 2009;
JAVAN; SHOKOUHI; SAHRAEI, 2015; KAYE et al., 2016; YU et al., 2015).



Figura 3 — Estruturas quimicas das polimixina B (a) e E (b).
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Fonte: PubChem Open Chemistry Database.
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Apesar da elevada toxicidade, as polimixinas foram reintroduzidas na prética clinica na

década de 90 no tratamento de infec¢BGes hospitalares por microrganismos Gram-negativos

multirresistentes e, atualmente, sdo consideradas as Ultimas opgdes de tratamento frente a

enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (GURJAR, 2015).

Na medicina veterinaria, a colistina foi utilizada por décadas para o tratamento e

prevencdo de doencas infecciosas, principalmente infecgdes gastrointestinais causadas por
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Escherichia coli ndo-invasiva em aves, porcos e gado sendo administrada na forma oral com
diferentes formulacbes (pré-mistura, p6 ou solugdes) (POIREL; JAYOL; NORDMANN,
2017).

Na Europa, ela também vem sendo utilizada para promover a produgdo de leite para
consumo humano e crescimento do animal; acdo antiendotoxina contra algumas toxinas
produzidas por cepas de E. coli; tratamento de colibacilose neonatal em bezerros, entre outros
fins. Segundo informacdes do European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption
(ESVAC), as polimixinas foram a quinta classe (7%) de agentes antimicrobianos mais vendidos
na Europa em 2011, ap0s as tetraciclinas (37%), penicilinas (23%), sulfonamidas (11%) e
macrolideos (8%) (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2016).

Dados do Food and Drug Administation (FDA) revelam que nos Estados Unidos é
permitida a comercializacdo de apenas uma formulacédo injetavel de colistina para frangos no
controle da mortalidade precoce por E. coli, mas proibida para galinhas poedeiras que produzem
ovos para consumo humano. Ha também formulac6es oftalmicas de polimixina B associada a
oxitetraciclina utilizadas em espécies produtoras de alimentos, além de uma formulacdo para
fins odontolégicos em cdes (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2017).

No Brasil, a Instru¢cdo Normativa nimero 45 de 22 de novembro de 2016 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) proibe a importacdo e fabricagcdo de
colistina com finalidade de aditivo zootécnico para melhorar desempenho na alimentacdo
animal (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2016).

A resisténcia as polimixinas, em especial a colistina, vem sendo relatada globalmente
entre cepas de enterobactérias de galinhas, suinos e gados. No Brasil, este fenétipo foi descrito
inicialmente em 2012 em cepas de E. coli e Salmonella enterica em suinos (mecanismo nédo
relatado). O primeiro relato de resisténcia mediada por plasmideos (gene mcr-1) foi descrito na
China em 2015 e, no Brasil em 2016, ambos em cepas de E. coli de porcos e galinhas
(FERNANDES et al., 2016; LIU et al., 2016; MORALES et al., 2012).
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4.1 RESISTENCIA AS POLIMIXINAS

4.1.1 Modificagdo da membrana externa

Os bacilos Gram-negativos podem utilizar distintos mecanismos para sobreviver
mediante exposic¢do de antimicrobianos, em especial as polimixinas. Dentre as estratégias de
sobrevivéncia, pode-se citar alteracdes dos lipopolissacarideos que sdo os alvos iniciais das
polimixinas. A adi¢do de grupos catidnicos, como 4-amino-4-desoxy-L-arabinose (L-Ara4N) e
fosfoetanolamina (PEtn) ao LPS é responsavel pela resisténcia adquirida na familia
Enterobacteriaceae. Uma grande quantidade de genes e operons estdo envolvidos na
modificacdo do LPS, incluindo aqueles que codificam enzimas (exemplo, genes pmrC e pmrE,
operons pmrCAB e pmrHFIJKLM), genes reguladores (gene mgrB) e codificadores de proteinas
envolvidas nos sistemas de dois componentes PmrAB (genes prmA e pmrB) e PhoPQ (genes
phoP e phoQ) (MOFFATT et al., 2010; OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014; POIREL;
JAYOL; NORDMANN, 2017).

Os sistemas de dois componentes séo influenciados por alteragdes de pH do meio e
concentracdes de ions ferro, calcio e magnésio. Alterac6es no sistema PmrA/PmrB por meio de
mutacgdes dos genes pmrA e pmrB, bem como alteracdes no sistema PhoP/PhoQ, envolvido na
modificacdo do lipidio A, e perda de funcdo do gene phoQ, representam importantes
mecanismos de regulacdo de resisténcia as polimixinas. Ambos 0s sistemas promovem
modificacdes na expressdao do operon arnBCADTEF, responsavel pela adicdo de 4-amino-
arabinose no lipidio A, alterando o fenétipo de resisténcia (OLAITAN; MORAND; ROLAIN,
2014).

A avaliacdo de alteracdes cromossémicas exige sequenciamento de genes especificos e
avaliacdo dos niveis de expressdo dos genes por PCR em tempo real (CANNATELLI et al.,
2013; KIM; KO, 2018).
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4.1.1.1 MCR-1

Até os ultimos anos, todos 0os mecanismos de resisténcia as polimixinas relatados
envolviam mutacGes nos sistemas regulatérios PmrAB e PhoPQ, mediados por genes
cromossémicos. Contudo, recentemente, estudos relataram resisténcia a estes farmacos por
meio do gene mcr-1 mediado por plasmideos. A MCR-1 é uma enzima pertencente a familia
fosfoetanolamina transferase, capaz de adicionar fosfoetanolamina no lipidio A. O gene pode
ser encontrado em diferentes plasmideos, como Incl2, incHI2, IncP, IncX4, IncFl e IncFIB, e
tamanhos entre 59 a 251 kb. Alguns plasmideos sdo capazes de carrear outros genes de
resisténcia a farmacos, como [-lactimicos, aminoglicosideos e quinolonas, tornando-se
preocupante, uma vez que o uso nao adequado destes antimicrobianos pode levar a selecédo e
propagacao de isolados carreadores de mcr-1 (POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017).

O primeiro relato de resisténcia mediada pelo gene mcr-1 foi descrito na China, em
isolados de E. coli e K. pneumoniae de origem animal e humana (LIU et al., 2016). A presenca
do gene vem sendo relatada principalmente em isolados de E. coli (CAO et al., 2018; FENG et
al., 2018; Ll et al., 2018; LIN et al., 2018), e esporadicamente em diferentes espécies, como E.
aerogenes e E. cloacae (ZENG et al., 2016), K. pneumoniae (EIAMPHUNGPORN et al., 2018;
MENDES et al., 2018; TADA et al., 2018), S. enterica (CARROLL et al., 2018; QUESADA
etal., 2016).

No Brasil, o primeiro relato do gene mcr-1 foi descrito por Fernandes et al. (2016) em
16 isolados de Escherichia coli de origem animal (suinos e galinhas) coprodutores de CTX-M
e CMY-2 (FERNANDES et al., 2016a). Lentz et al. (2016) detectaram a presenca do gene em
10 (10/343) isolados de E. coli de aves ndo expostas a polimixinas, sugerindo que a
disseminacdo do gene pode ndo estar ligado ao uso de polimixinas com fins zootécnicos no
Brasil (LENTZ et al., 2016). O primeiro relato em amostra de origem humana foi descrito por
Fernandes et al. (2016) em E. coli em um paciente com infeccao de pé diabético (FERNANDES
et al., 2016b). A co-ocorréncia de mcr-1 e KPC-2 foram incialmente descritas em E. coli
(DALMOLIN et al., 2017) e K. pneumoniae (AIRES et al., 2017).

A deteccdo do gene mcr-1 pode ser realizada por PCR convencional e amplificagdo por
eletroforese em gel de agarose, bem como PCR em tempo real (CHABOU et al., 2016; LIU et
al., 2016).
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4.1.3 Bombas de efluxo

Atualmente, o papel de sistemas de efluxo na resisténcia a colistina ndo estad bem
compreendido. Padilla et al. (2010) demonstraram aumento de sobrevivéncia bacteriana na
presenca de polimixina B em uma cepa de K. pneumoniae com mutacdes no sistema acrAB,
mas quando associado a um inibidor de bomba de efluxo (carbonilcianeto m-clorofenil-
hidrazona — CCCP), houve reducdo da taxa de sobrevivéncia (PADILLA et al., 2010).

Entre as hipoOteses de mecanismo de acdo do CCCP, estdo o desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa, interferindo no gradiente de protons das membranas bacterianas e a
restauracdo da carga negativa da membrana através do rompimento da forca préton-motriz, uma
vez que um dos mecanismos de resisténcia a colistina € a modificacdo do LPS, levando a
diminuicdo da ligacdo da membrana externa por meio da diminui¢cdo da carga negativa
(FALAGAS; RAFAILIDIS; MATTHAIOU, 2010; NI et al., 2016; PARK; KO, 2015).

A presenca de sistemas de efluxo pode ser detectada utilizando inibidores de bombas,
onde as concentracfes inibitdrias minimas para as polimixinas e inibidores sdo determinadas
individualmente e, posteriormente, associam-se as polimixinas concentracfes subinibitdrias de
inibidores a fim de verificar a reversdo de resisténcia. A avalicdo pode ser realiza tanto por
microdiluicdo em caldo como curva de tempo-morte (NI et al., 2016). A expressdao de genes
envolvidos no efluxo pode ser determinada por PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) a
partir do RNA mensageiro (PADILLA et al., 2010; PARK; KO, 2015).

4.1.4 Determinacao da resisténcia as polimixinas na rotina laboratorial

4.1.4.1 Concentragéo Inibitoria Minima

Atualmente, a técnica padrdo para a determinagdo da susceptibilidade as polimixinas é
a microdiluicdo em caldo. Existem outras técnicas para determinar a susceptibilidade as
polimixinas, como difusdo de disco e E-test, contudo, a ma difusdo do antimicrobiano no agar
pode gerar resultados falsos (CLSI, 2018; HINDLER; HUMPHRIES, 2013; TAN; NG, 2007).
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O uso de sistemas automatizados exige menor tempo de execucdo, quando comparados
aos métodos manuais. Contudo, podem apresentar problemas de sensibilidade na deteccéo de
isolados resistentes, bem como subpopulacGes heterorresistentes (LO-TEN-FOE et al., 2007;
POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017). Um estudo realizado por Girardello et al. (2018)
avaliou a performance do Vitek®2 (bioMérieux) frente a 362 isolados clinicos de bacilos Gram-
negativos. O aparelho apresentou melhor desempenho para K. pneumoniae e E. coli, mas 20,8%
de resultados falso-sensiveis para Enterobacter spp. e 10,2% para Acinetobacter spp., revelando
a necessidade de confirmacao de resisténcia por microdilui¢cdo em caldo (GIRARDELO et al.,
2018).

Alguns pontos importantes devem ser levados considerados, como as propriedades
catidnicas das polimixinas que podem levar a aderéncia as placas de microdiluicdo comuns
(polipropileno e poliestireno) e em materiais utilizados para seus armazenamentos (exemplo,
eppendorf). Assim, para evitar variabilidade na execucdo da microdiluicdo em caldo, deve-se
optar por materiais de vidro para reduzir a adsor¢do em placas usuais (POIREL; JAYOL,;
NORDMANN, 2017).

4.1.4.2 Polimixina NP

Inicialmente descrito por Nordmann, Jayou e Poriel (2016), baseia-se na deteccdo do
crescimento de enterobactérias na presenca de uma concentracdo definida de polimixina,
resultante da metabolizacdo de carboidratos. O teste utiliza uma solucdo estoque e outra
denominada “solu¢ao rapida de Polimixina NP”. A primeira consiste em uma solugdo contendo
sulfato de colistina ou polimixina B, diluidas em caldo Mueller-Hinton cétion-ajustado (MHB-
CA) em concentracao de 0,2 mg/mL. A segunda solucdo contém vermelho de fenol (0,005%),
MHB-CA (2,5%), d(+)-glicose (1%) e agua destilada. Antes de realizar o experimento,
misturaram-se as duas solucfes a fim de obter uma concentracdo de 5 pg/mL de polimixina.
Em uma placa de poliestireno de 96 pocos, adicionam-se a solucdo (contendo 5 pg/mL de
polimixina) e inéculo bacteriano na escala 3.0-3.5 McFarland (=10 9 UFC/mL), obtendo
concentracéo final de polimixina 3,7 pg/mL e 108 UFC/mL. Posteriormente, incuba-se a placa
a 352 °C por até 4 horas, sendo realizada leitura visual a cada uma hora. O resultado é
considerado positivo (resistente a polimixina) se o isolado crescer e promover a metabolizagao
dos carboidratos na presenca de polimixina, indicado pela alteracdo de cor vermelho/laranja
para amarelo (NORDMANN; JAYOU; POIREL, 2016).
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Yainoy et al. (2018) analisaram 339 isolados de enterobactérias através de Polimixina
NP e o teste revelou 100% e 95,9% de especificidade e sensibilidade, respectivamente, para
detectar resisténcia a colistina, assim como em outros estudos que demonstraram boa
performance em detectar resisténcia cromossdmica e plasmidial (JAYOL et al., 2018;
YAINOY et al., 2018; POIREL et al., 2018).
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OBJETIVOS

1 OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil epidemioldgico e os mecanismos de resisténcia de isolados cinicos
de bacilos Gram-negativos oriundos do Hospital Universitario de Santa Maria, entre os anos de
2015 e 2017.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Descrever o perfil dos pacientes infectados ou colonizados pelos microrganismos;
2.2 Descrever os locais e espécimes clinicos que ocorreram isolamento dos microrganismos;
2.3 Avaliar o perfil de susceptibilidade frente a agentes antimicrobianos;

2.4 Detectar resisténcia aos carbapenémicos e investigar a presenca de carbapenemases por

métodos fenotipicos e moleculares;

2.5 Detectar resisténcia as polimixinas por métodos fenotipicos e investigar a presenca do gene

mcr-1 por métodos moleculares.
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Abstract

Introduction: The rapid global spread of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) 1s a threat to the health system.
Methods: We evaluated the antimicrobial susceptibility profiles of 70 CRE isolated in a tertiary hospital in Brazil between
August and December 2015, and determined their resistance mechanisms. Resuolts: The most prevalent microorganism was
Kiebsiella pneumoniae (95.7%); it showed high-level resistance to carbapenems (=98%), with sensitivity to colistin (91.4%) and
amikacin (98.6%). The bla,,. gene was detected in 80% of the CRE isolates. Conclusions: Evaluation of bacterial resistance
contributes to an appropriate treatment, and the reduction of morbimortality and dissemination of resistance.

Keywords: Enterobacteriaceae. Kiebsiella pneumoniae carbapenemase. Multiresistance.

Bacterial resistance is a serious health problem, leading
to relapsing nosocomial infections, reduced drug efficacy,
and expensive and imprecise treatment, and resulting in high
morbidity and mortality rates’. The spread of carbapenem-
resistant Enterobacteriaceae (CRE) is threatening the health
system, since the bacteria show multiple resistance mechanisms,
such as the production of carbapenemases [e.g., Klebsiella
pneumoniage carbapenemase (KPC); metallo-B-lactamases
(MBL); and oxacillinases (OXA)] and efflux pumps, and porin
loss®

Sinee the spread of CRE 15 a worldwide problem, studies
focusing on the charactenization of resistance mechamisms and
on the understanding of eprdermology at infection sites are
required to inform an adequate empineal therapy and control the
dissemination of resistance’. Therefore, the aim of the present
study was to evaluate the antimicrobial susceptibility profiles
of 70 CRE isolates obtained between August and December
2015 at the Hospital Universitdrio de Santa Mana (HUSM)
(Santa Marna, Rio Grande do Sul, Brazil) and to determine their
resistance mechamsms. The 1solates were obtained from several
clinical specimens and identified using the Vitek® 2 automated
system (bioMérneux, l'\'|ﬂn:'_\.'-l‘]::lni]1:, France).

Antimicrobial resistance of the 1solates was evaluated
against antimicrobial agents desenibed m Table 1. The mimimum
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inhibitory concentration (MIC) values were determined using
the Advanced Expert System (AES) program in Vitek” 2; these
values were interpreted according to the criteria established by
the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and the
techmical standard no. 01/2013 from the Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria (ANVISA) . Phenotypic methods, such
as dise diffusion tests with enzymatic inhubitors [phenylboronic
acid (PBA); ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)],
biochemical tests Carba NP [Carbapenemase Nordmann-
Poirel (CN)] and Blue-Carba (BC), and molecular methods
[polymerase chain reaction (PCR)] were used to evaluate the
resistance mechanisms. The disk diffusion method dentifies
KPC-producing strains using carbapenem disks supplemented
with PBA; it identifies MBL-producing strains using the
chelating agent EDTA®. The CN biochemical test is based on the
hydrolysis of the [i-lactam ring of imipenem. The strains were
considered to be carbapenemase producers when a color change
of a solution contamming the phenol red indicator was observed.
The BC test 15 based on the same principle as CN, except
that the bromothymol blue indicator 15 used®. To confirm the
production of carbapenemases, PCR was performed to detect the
presence of the bla, ., bla,,, . bla . and bla  genes’. The
sensitivity and specificity of the different phenotypic methods
were caleulated considering PCR as the standard methodology”.

During the study period, 70 isolates were obtained from
patients infected or colonized by CRE, being that each isolate
corresponded to only one clinical specimen per patient.
K. pneumoniae was the prevailling microorgamsm (67 1solates;
95.7% of all CRE 1solates), followed by Escherichia coli(1; 1.4%),
Citrobacter freundii (1; 1.4%), and Enterobacier cloacae (1;
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ABSTRACT

Introduction: The rapid global spread of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) is a
threat to the health system. Methods: We evaluated the antimicrobial susceptibility profiles of
70 CRE isolated in a tertiary hospital in Brazil between August and December 2015, and
determined their resistance mechanisms. Results: The most prevalent microorganism was
Klebsiella pneumoniae (95.7%); it showed high-level resistance to carbapenems (>98%), with
sensitivity to colistin (91.4%) and amikacin (98.6%). The blakrc gene was detected in 80% of
the CRE isolates. Conclusions: Evaluation of bacterial resistance contributes to an appropriate

treatment, and the reduction of morbimortality and dissemination of resistance.

Keywords: Enterobacteriaceae. Klebsiella pneumoniae carbapenemase. Multiresistance.

Bacterial resistance is a serious health problem, leading to relapsing nosocomial

infections, reduced drug efficacy, and expensive and imprecise treatment, and resulting in high



35

morbidity and mortality rates'. The spread of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE)
is threatening the health system, since the bacteria show multiple resistance mechanisms, such
as the production of carbapenemases [e.g., Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC);

metallo-p-lactamases (MBL); and oxacillinases (OXA)] and efflux pumps, and porin loss?.

Since the spread of CRE is a worldwide problem, studies focusing on the
characterization of resistance mechanisms and on the understanding of epidemiology at
infection sites are required to inform an adequate empirical therapy and control the
dissemination of resistance®. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the
antimicrobial susceptibility profiles of 70 CRE isolates obtained between August and December
2015 at the Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) (Santa Maria, Rio Grande do Sul,
Brazil) and to determine their resistance mechanisms. The isolates were obtained from several
clinical specimens and identified using the Vitek®2 automated system (bioMérieux, Marcy-

I'Etoile, France).

Antimicrobial resistance of the isolates was evaluated against antimicrobial agents
described in Table 1. The minimum inhibitory concentration (MIC) values were determined
using the Advanced Expert System (AES) program in Vitek® 2; these values were interpreted
according to the criteria established by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
and the technical standard no. 01/2013 from the Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA)*®. Phenotypic methods, such as disc diffusion tests with enzymatic
inhibitors [phenylboronic acid (PBA); ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)], biochemical
tests Carba NP [Carbapenemase Nordmann-Poirel (CN)] and Blue-Carba (BC), and molecular
methods [polymerase chain reaction (PCR)] were used to evaluate the resistance mechanisms.
The disk diffusion method identifies KPC-producing strains using carbapenem disks
supplemented with PBA,; it identifies MBL-producing strains using the chelating agent EDTA?*.

The CN biochemical test is based on the hydrolysis of the pB-lactam ring of imipenem. The


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822017000500685&lng=en&nrm=iso&tlng=en#t1
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822017000500685&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B4
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822017000500685&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B5
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822017000500685&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B4

36

strains were considered to be carbapenemase producers when a color change of a solution
containing the phenol red indicator was observed. The BC test is based on the same principle
as CN, except that the bromothymol blue indicator is used®. To confirm the production of
carbapenemases, PCR was performed to detect the presence of the bla kpc, bla oxa-s, bla nowm,
and bla ces genes’. The sensitivity and specificity of the different phenotypic methods were

calculated considering PCR as the standard methodology®.

TABLE 1: Antimicrobial susceptibility profile of 70 CRE isolated between August and

December 2015 at the HUSM, Santa Maria/RS, Brazil.

Antimicrobial agents MIC Range (ug/mL) MIC50 (ug/mL)* Resistant n (%)
Amikacin 2-64 <16 1(1.42)
Ampicillin 1-32 >32 70 (100.0)
Cefepime 1-64 > 64 68 (97.1)
Ceftazidime 1-64 > 64 69 (98.6)
Ceftriaxone 1-64 > 64 67 (95.7)
Ciprofloxacin 0.25-4 >4 66 (94.3)
Colistin 0.5-16 <0.5 6 (8.6)
Ertapenem 0.5-8 >8 70 (100.0)
Gentamicin 1-16 >16 46 (65.7)
Imipenem 0.25-16 >16 69 (98.6)
Meropenem 0.25-16 >16 69 (98.6)
Piperacillin-tazobactam 4-128 > 128 69 (98.6)
Tigecycline 0.25-8 >8 66 (94.3)

CRE: carbapenem-resistant Enterobacteriaceae; HUSM: Hospital Universitario de Santa
Maria; MIC: minimum inhibitory concentration. *MIC50, concentration required to inhibit the

growth of 50% of microrganisms.

During the study period, 70 isolates were obtained from patients infected or colonized
by CRE, being that each isolate corresponded to only one clinical specimen per patient. K.
pneumoniae was the prevailing microorganism (67 isolates; 95.7% of all CRE isolates),
followed by Escherichia coli (1; 1.4%), Citrobacter freundii (1; 1.4%), and Enterobacter

cloacae (1; 1.4%). The specimen type from which the CRE were isolated most frequently was
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the rectal swab used in the epidemiological surveillance research (32; 45.7% of 70 clinical
specimens), followed by the urine (21; 30%), sputum (3; 4.3%), feces (3; 4.3%), blood (2;
2.9%), sacral lesion biopsy (1; 1.4%), fibrin (1; 1.4%), bronchoalveolar lavage (1; 1.4%), leg
lesion (1; 1.4%), abdominal fluid (1; 1.4%), catheter tip (1; 1.4%), axillary secretion (1; 1.4%),
surgical wound fluid (1; 1.4%), and tracheal secretion (1; 1.4%). Considering the patient gender
and age, there was a prevalence of males (50; 71.4% of 70 patients) over-60-year-olds (37;
52.9% of 70 patients), 21-59-year-olds (29; 41.4%), and zero-20-year-olds (4; 5.7%). The adult
intensive care unit (ICU) was the hospital unit with the highest CRE isolation rate (19; 27.2%
of 70 patients), followed by the general surgery unit (18; 25.7%), the semi-intensive care unit
(8; 11.4%), adult emergency room (8; 11.4%), the clinic (6; 8.6%), nephrology unit (3; 4.3%),
treatment center for children and adolescents with cancer (3; 4.3%), cardiac intensive care unit
(2; 2.9%), the maternal-infant and women’s health unit (1; 1.4%), psychiatric unit (1; 1.4%),
and surgical block (1; 1.4%). Antimicrobial susceptibility profiles of the isolates are shown
in Table 1. Genotypic analysis based on PCR revealed the presence of the bla kpec gene in 56
isolates (56/70; 80%), with the KPC activity also phenotypically demonstrated by the disk
diffusion, CN, and BC techniques (Table 2). The OXA (blaoxa4s) and MBL
(bla nom and bla ces) genes were not detected. All phenotypic methods (disk diffusion, CN and

BC) detected the KPC enzyme with 100% sensitivity and specificity.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822017000500685&lng=en&nrm=iso&tlng=en#t1
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Microorganism Unit Specimen n Phenotype Genotype
PBA EDTA CN BC PCR
Citrobacter freundii Clinic Urine 1 + - + + bla kec
Enterobacter cloacae Adult emergency room Urine 1 - - - - -
Escherichia coli Semi-intensive care unit  Rectal swab 1 + - + + bla kpec
SLB 1 + - + + bla kec
Feces 1 - - - - -
Clinic Rectal swab 1 + + + b|a-KPC
Urine 1 + - + + bla kec
Surgical block Fibrin 1 + - + + bla krc
Axillary secretion 1 + - + + bla krc
TCCAC Rectal swab 1 + - + + bla krc
Urine 1 - - - - -
2 + - + + bla kec
Nephrology Rectal swab 1 " - " " bla ke
Sputum 1 + - + + bla kec
Blood 1 + - + + bla kec
Adult emergency room
Urine 3 + - + + bla kec
2 - - - - -
Psychiatric Urine 1 - - - - -
Sputum 1 + - + + bla kec
Feces 1 + - + + bla kec
Semi-intensive care unit 1 + - + + bla kec
Rectal swab
3 + - + + bla kec
Klebsiella pneumoniae Urine 1 + - + + bla kpc
MIWHU Feces 1 - - - - -
Sputum 1 + - + + bla kec
BAL 1 - - - - -
Catheter tip 1 + - + + bla kec
Blood 1 - - - - -
General surgery unit SWF 1 + - + + bla kec
Rectal swab 6 i - i i bla kee
3 + - + + bla kec
. 3 + - + + bla kpc
Urine
1 - - - - -
Cardiac intensive care 1 + - + + bla kec
unit Rectal swab 1 " - " " bla ko
Leg lesion 1 + - + + bla krc
Abdominal fluid 1 + - + + bla kec
Tracheal secretion 1 + - + + bla kec
Intensive care unit ! i . i i bla kec
Rectal swab 2 + - + + bla kec
1 - - - - -
Urine 2 + - + + bla kec
2 + - + + bla kec
2

n: numer of clinical specimens; PBA: phenylboronic acid; EDTA: ethylenediaminetetraacetic

acid; CN: carba NP; BC: blue-carba; PCR: polymerase chain reaction; SLB: sacral lesion

biopsy; TCCAC: treatment center for children and adolescentes with cancer; MIWHU:
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maternal-infant and women'’s health unit; BAL: bronchoalveolar lavage; SWF: surgical wound

fluid; +: positive; -: negative.

Carbapenem-resistant gram-negative bacilli may exhibit low susceptibility to
antimicrobials, mainly to B-lactam antibiotics, because the production of carbapenemases is
associated with porin loss, overexpression of efflux pumps, and the production of another -
lactamase [e.g., extended-spectrum p-lactamases (ESBL) and AmpC B-lactamase]®. This may
explain why the blakec gene was not detected in 14 (out of 70) isolates in the present study.
Similarly, Ribeiro et al., observed high-level resistance against p-lactams and ciprofloxacin,
and sensitivity to polymyxin B and amikacin in Enterobacteriaceae isolates in southern Brazil.
In the same study, the bla kecgene was identified in only 14 (14/345) isolates and, among the
non-carbapenemase-producing isolates, ESBL and AmpC phenotypes were observed®.
Differentiating a carbapenemase-producing CRE from a non-carbapenemase-producing CRE
is important. The selective pressure caused by indiscriminate use of broad-spectrum antibiotics
in treating hospital infections may lead to resistance of endogenous bacteria (from the intestinal
microbiota), but the reduction of susceptibility may also be associated with a rapid horizontal
transmission (e.g., via healthcare workers, equipment contamination, and mobile genetic

elements), contributing to the spread of heterogeneous resistance®®.

In recent years, multiple resistance mechanisms have reduced the available therapeutic
options, leading to an extensive use of aminoglycosides and polymyxins!. Although colistin
showed good activity against CRE, 6 (6/70) K. pneumoniae isolates were resistant to this
antimicrobial agent (MIC > 16 ug/mL). Santos et al. described a similar resistance profile of
colistin-resistant Pseudomonas aeruginosa (9/231) isolated at the same hospital (HUSM) as in

the present study'?. This phenotype may be due to the lipopolysaccharides changes, such as


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822017000500685&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B8
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822017000500685&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B9
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822017000500685&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B10
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822017000500685&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B11
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modifications in lipid A by the addition of 4-amino-4-deoxy-L-arabinose (L-Ara4N) and
phosphoethanolamine (pEtN), and mgrB gene mutations, responsible for the regulation of the
PmrAB and PhoPQ two-component systems, as well as through plasmid-mediated mcr-1 gene,
responsible for horizontal transfer of colistin resistance, necessitating monitoring of colistin use
during therapy and reinforcing control practices during hospital infections to avoid the

dissemination of resistance and loss of efficacy of this drug*®.

In the present study, all phenotypic methods (disk diffusion, CN and BC) detected the
KPC enzyme activity with 100% sensitivity and specificity. Similarly, Giske et al. reported
100% sensitivity and 98% specificity of an assay that relied on the 3-aminophenylboronic acid
for the detection of KPC in K. pneumoniae strains!*. Further, Garcia-Fernandez et al. reported
100% specificity of both methodologies, with 100% and 98% sensitivity of CN and BC,

respectively?®.

As demonstrated, the disk diffusion (PBA and EDTA) method, and CN and BC tests are
characterized by high sensitivity and specificity, similarly to PCR. They might be incorporated
into the workflow of a clinical microbiology laboratory, as they are quick, practical, and low-

cost.

Simultaneous use of two or more of these methods increases the reliability of CRE
detection and, together with the antimicrobial susceptibility profile data, they may inform the
adequate treatment, assisting in the reduction of mortality and dissemination of resistance. The
phenotype found in the Institution is worrying and the adoption of nosocomial infection control

and prevent measures are necessary.

This research presented limitations of the study in terms of non-detection of other

carbapenemases enzymes (OXA, MBL), which could interfere with sensitivity and specificity.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-86822017000500685&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B13
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Posteriorly, mechanisms such as efflux pump and porin loss will be evaluated, as well as

molecular typability for outbreak analysis.
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Bloodstream infection by mcr-1-harboring

(-

Escherichia coli in a cancer patient

in southern Brazil

Diear Editor,

The rapid spread of plasmid-mediated mor-1 gene has become
a worldwide concern since it confers resistance to polymyx-
inz considered as a last resource for treatment of infections
caused by multidrsg-resistant Gram-negative bacilli. Despite
it lowr frequency in Braril, the mer-1 gene has been reported
in Escherichin coli” and Klebsieflo pneumonioe” clinical solates.
In this study, we report a case of bloodstream infection by
mr-1-harboring E. coli in southern Brazil.

The presence of mo-1 gene was investigated in 340
polymyxin-resistant Gram-negative bacilli clinical isolates
[Enterocbacterioceae, Acinetobacter boumannii and Pseudomonaes
oeruginasa)l collected between Awgust 2015 and Jamwary
2018 in a university hospital located in Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Braril Among clinical isolstes, on= E. coli
harbored the mcr-1 gene isolated from blood cultures in
September 2017. The patient was a 59-year-old woman with
malignant neoplasm of middle third of esophagus and ntra-
hepatic cholangiocarcinoma admitted to the hospital for
a transthoracic ssophagectomy. Four days after the proce-

dure, the patient was transferred to the Adult Intenshve
Care Unit ([CU} due to hemodynamic instability and venti-
latory discomfort. Empirical treatment with ceftriaxone (1g
12/12h) and metronidazole (1.5 mg'day} was initated. Lab-
oratory tests revealed leukocytosis (27,115 + 7684.20/mm’)
with beft shift (899775 + 1618, 14/mm” immature leukocytes)
and increased C-reactive protein (=25 mg(dL; eference value:
i AmgdL). E. coli isolate was recoversd in two blood cul-
tures from different peripheral sites and Klebsiella pneumoniae
carbapenemase-producing K. pneumonice (KFC-Kp) isolate
in a rectal swab culture for epidemiclogical surveillance.
Based on antimicrobial susceptibility testing (Table 1} by
the VITEK" 2 system (bioMérieux, Marcy-1Erile, France), the
antibiotic regimen was switched to amikacin (250 mg 1212 h)
and meropenem (1g B8 h). Mine days after transthoracic
esophagectomy, the patient had complications such as septic
shack, peritonitis, surgical wound dehiscence and disd.
Resistance to colistin was verified by broth microdilution
according to EUCAST [httpyfwww sucast.org) and confirmed
by palyrmyxin-HP test * Presence of the mor-1 gene was veri-
fied by conventional PCR using specific primers” and detected

Table 1 - Antimic

Antimicrobial agent E. ooli harboring mcr-1 Tramsconjugant E_coli J53
Amilmcin 1-64 “ =2 =2 =2
Cefepime 1-54 =54 > 32 =1
Ceftazidime 1-E4 15 =64 15 =
Ceftrianone 1-64 ] =B4 37 =
Ciprofimacin DZ5=128 =] 32 =05 =0F5
Calistin 025128 =128 B4 4 =025
Ertapensm 0.5-8 =8 =05 =05 =05
Gentamicin 1=1E =16 =1 =1 =1
Imnipenem 0.25-16 B =025 =035 =035
Merpenem 0.25-16 =16 =035 =035 035
Piperacilin/tarohactam 4=128 =128 =4 =4 =4
Tigecycline 0.5-8 2 =05 =05 =05

43
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Bloodstream infection by mcr-1-harboring Escherichia coli from cancer patient in
southern Brazil

Dear Editor,

The rapid spread of plasmid-mediated mcr-1 gene has become a worldwide concern
since it confers resistance to polymyxins considered as a last resource for treatment of infections
caused by multidrug-resistant Gram-negative bacilli [1]. Despite its low frequency in Brazil,
the mcr-1 gene has been reported in Escherichia coli [2] and Klebsiella pneumoniae [3] clinical
isolates. In this study, we report a case of bloodstream infection by mcr-1-harboring E. coli in
southern Brazil.

The presence of mcr-1 gene was investigated in 340 polymyxin-resistant Gram-
negative bacilli clinical isolates (Enterobacteriaceae, Acinetobacter baumannii and
Pseudomonas aeruginosa) collected between August 2015 and January 2018 in a university
hospital located in Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. Among clinical isolates, one E. coli
harbored the mcr-1 gene isolated from blood cultures in September 2017. The patient was a 59-
year-old woman with malignant neoplasm of middle third of esophagus and intrahepatic
cholangiocarcinoma admitted to the hospital for a transthoracic esophagectomy. After four days
of the procedure, the patient was transferred to the Adult Intensive Care Unit (ICU) due to
hemodynamic instability and ventilatory discomfort. The empirical treatment with ceftriaxone
(1 g 12/12 hours) and metronidazole (1.5 mg/day) was initiated. Laboratory tests revealed
leukocytosis  (27115+£7684.20/mm3) with left shift (8997.75+£1619.14/mm3 immature
leukocytes) and increased C-reactive protein (> 25 mg/dL; reference value: < 0.3 mg/dL). E.
coli isolate was recovered in two blood cultures from different peripheral sites and Klebsiella
pneumoniae carbapenemase-producing K. pneumoniae (KPC-Kp) isolate in a rectal swab

culture for epidemiological surveillance research. Based on antimicrobial susceptibility testing
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(Table 1) by the VITEK®2 system (bioMérieux, Marcy-1"Etoile, France), the antibiotic regimen
was changed to amikacin (250 mg 12/12 hours) and meropenem (1 g 8/8 hours). After nine days
of transthoracic esophagectomy, the patient had complications such as septic shock, peritonitis,

surgical wound dehiscence and died.

Table 1 — Antimicrobial susceptibility profile of KPC-Kp, E. coli harboring mcr-1,

transconjugant and E. coli J53.

- : E. coli
Antimicrobial MIC range KPC-Kp harboring  Transconjugant E. coli J53
agent (ng/mL) mer-1
Amikacin 2-64 4 <2 <2 <2
Cefepime 1-64 >64 >64 32 <l
Ceftazidime 1-64 16 >64 16 <1
Ceftriaxone 1-64 >64 >64 32 <l
Ciprofloxacin 0.25-128 64 32 <0.25 <0.25
Colistin 0.25-128 >128 64 4 <0.25
Ertapenem 0.5-8 >8 <05 <05 <05
Gentamicin 1-16 >16 <1 <l <l
Imipenem 0.25-16 8 <0.25 <0.25 <0.25
Meropenem 0.25-16 >16 <0.25 <0.25 <0.25
Piperacillin/ 4-128 >128 <4 <4 <4
Tazobactam
Tigecycline 0.5-8 2 <0.5 <0.5 <0.5

The resistance to colistin was verified by broth microdilution according to EUCAST
(http://www.eucast.org) and confirmed by polymyxin-NP test [4]. Presence of the mcr-1 gene
was verified by conventional PCR using specific primers [5] and detected only in the E. coli
isolate, being confirmed by Sanger sequencing. Specie identification of the mcr-1-positive
isolate was confirmed using MALDI-TOF MS system (Bruker Daltonics, Germany). To assess
the transfer ability of the mcr-1 gene, conjugation experiment with azide-resistant E. coli J53
were performed. We were able to obtain one tranconjugant carrying mcr-1 gene and it was
selected on Luria-Bertani agar supplemented with 150 ug/mL sodium azide and 2 ug/mL

colistin. The transconjugant presented elevated MIC for colistin in comparison with E. coli J53.
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This study reports the first detection of mcr-1 gene in Santa Maria, RS, Brazil and
emphasizes the need to strengthen hospital infection prevention and control measures to prevent

its spreads.
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Increased antimicrobial resistance in Klebsiella pneumoniae
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Abstract

Introduction: The spread of multidrug-resistant Gram-negative bacilli is a health threat, limiting therapeutic options and
increasing morbimaortality rates. Methods: This study aimed to evaluate the antimicrobial susceptibility profile of 1803
Kiebsiella preumonize isolates collected from Hospirel Universitdrio de Sana Marte between January 20015 and December
2016, Resolts: Resistance to colistin (239.3%), meropenem (74 2%), ciprofloxacin (68%), gentamicin (35.1%), tigecyeline
(33.9%), imipencm (29.7%), enapencm (26.8%), and amikacin (21 4%) was found increased. Conclusions: Infection control
meeasures in the hospitals are necessary for reducing the spread of multidrug-resistant microorganisms and preventing efficacy

loss of these dnags.

Keywords: Colistin. Klefsiella ppeumoniae. Multi-drug resistance.

In recent years, antimicrobial resistance has become a
global threat to public health. The extensive and imdiscriminate
use of antimicrobial agents in human and veterinary madicine
has led to the dissemination of high-risk clones, capable of
accumulating mutations and resistance genes in mobile genetic
clements'. With the emergence of carbapenem-resistant Gram-
negative bacilli, polymyxing have become the drug of chaoice
for the treatment of these pathogens®. However, recent siudies
have shown increased resistance rates due to changes in ouwter
membrane, involving component systems (e.g. mgrd gene) and
lipid A (e.g. mer-I gene)**.

Increased infections by multidrug-resistant bacteria,
associated with limited therapeatic options, imply the failure
of empirical treatments, reinforcing the need for antibacterial
therapies based on antimicrobial-susceptibility tests®. Therefore,
this study aimed to evaluate the antimicrobial susceptibility
profile of Klebsiella prewmonioe isolates collected during
the period of Janueary 2015 tll December 2016 at Hospiral
Universitdrio de Santa Maria (HUSM), Santa Maria-RS, Brazl.

This was a retrospective observational study, developed in
a university hospital in the Central-West region of Rio Grande
do Sul. HUSM is a reference institution for emergency care that
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has 403 hospital beds, and serves approximately 1.2 million
inhahitants from 43 municipalities. The isolates were collected
from several clinical specimens of hospitalized patients,
and identified according to the automated system VITER®2
(bioMérieux, Marcy-1'Froile, France). Besides pender, age,
and hospital unit of the patient, susceptibility profile against
the antimicrobial agents amikacin, ciprofloxacin, colistin,
ertapenem, gentamicin, imipenem, meropenem, and tigecyeline
were evaluated. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
was analyzed wsing the Advanced Expert System (AES)
program, included in VITEK®2. For the interpretation of
susceptibility to colistin and tigecycline, the critenia established
by the European Commitiee on Antimicrobial Susceptibility
Testing { EUCAST) were used®. For the other antimicrobials, the
Clinical and Laboratory Siandards Institute {CLS1) guidelines
wiere used”.

During the study period, 1805 isolates were collected from
patients infected or colonized by K. preumionige, with TH4
(43.4%) isolated in 2015 and 1021 (56.6%) isolated in 2016 The
specimen from which isolation was maximum was urine (685,
38%), followed by rectal swab (322; 18%), tracheal secretion
(230; 12.7%), sputam { 137; 7.6%), blood (97; 5.3%), feces {63
3.6%), surgical wound fluid (25; 1.4%), abdominal fluid {19;
1.1%), peritoneal fluid (17; 0.9%), bronchoalveolar lavage {14;
0.8%), lesion swab (11; 006%), catheter tip {11; 0.6%), pleural
fluid (9; 0.5%), and others {163; 9%).

Regarding gender and age, there was a prevalence among
males (94 32.1%) over 60 years of age (925; 51 3%), followed
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ABSTRACT

Introduction: The spread of multidrug-resistant Gram-negative bacilli is a health threat,
limiting therapeutic options and increasing morbimortality rates. Methods: This study aimed
to evaluate the antimicrobial susceptibility profile of 1805 Klebsiella pneumoniae isolates
collected from Hospital Universitario de Santa Maria between January 2015 and December
2016. Results: Resistance to colistin (239.3%), meropenem (74.2%), ciprofloxacin (68%),
gentamicin (35.1%), tigecycline (33.9%), imipenem (29.7%), ertapenem (26.8%), and amikacin
(21.4%) was found increased. Conclusions: Infection control measures in the hospitals are
necessary for reducing the spread of multidrug-resistant microorganisms and preventing

efficacy loss of these drugs.

Keywords: Colistin. Klebsiella pneumoniae. Multi-drug resistance.
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In recent years, antimicrobial resistance has become a global threat to public health. The
extensive and indiscriminate use of antimicrobial agents in human and veterinary medicine has
led to the dissemination of high-risk clones, capable of accumulating mutations and resistance
genes in mobile genetic elementst. With the emergence of carbapenem-resistant Gram-negative
bacilli, polymyxins have become the drug of choice for the treatment of these pathogens?.
However, recent studies have shown increased resistance rates due to changes in outer
membrane, involving component systems (e.g. mgrB gene) and lipid A (e.g. mcr-1 gene)®“.

Increased infections by multidrug-resistant bacteria, associated with limited therapeutic
options, imply the failure of empirical treatments, reinforcing the need for antibacterial
therapies based on antimicrobial-susceptibility tests®. Therefore, this study aimed to evaluate
the antimicrobial susceptibility profile of Klebsiella pneumoniae isolates collected during the
period of January 2015 till December 2016 at Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM),
Santa Maria-RS, Brazil.

This was a retrospective observational study, developed in a university hospital in the
Central-West region of Rio Grande do Sul. HUSM is a reference institution for emergency care
that has 403 hospital beds, and serves approximately 1.2 million inhabitants from 45
municipalities. The isolates were collected from several clinical specimens of hospitalized
patients, and identified according to the automated system VITEK®2 (bioMérieux, Marcy-
I'Etoile, France). Besides gender, age, and hospital unit of the patient, susceptibility profile
against the antimicrobial agents amikacin, ciprofloxacin, colistin, ertapenem, gentamicin,
imipenem, meropenem, and tigecycline were evaluated. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) was analyzed using the Advanced Expert System (AES) program,
included in VITEK®2. For the interpretation of susceptibility to colistin and tigecycline, the

criteria established by the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
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(EUCAST) were used®. For the other antimicrobials, the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) guidelines were used’.

During the study period, 1805 isolates were collected from patients infected or colonized
by K. pneumoniae, with 784 (43.4%) isolated in 2015 and 1021 (56.6%) isolated in 2016. The
specimen from which isolation was maximum was urine (685; 38%), followed by rectal swab
(322; 18%), tracheal secretion (230; 12.7%), sputum (137; 7.6%), blood (97; 5.3%), feces (65;
3.6%), surgical wound fluid (25; 1.4%), abdominal fluid (19; 1.1%), peritoneal fluid (17; 0.9%),
bronchoalveolar lavage (14; 0.8%), lesion swab (11; 0.6%), catheter tip (11; 0.6%), pleural fluid
(9; 0.5%), and others (163; 9%).

Regarding gender and age, there was a prevalence among males (940; 52.1%) over 60
years of age (925; 51.3%), followed by those between 21 to 59 years (717; 39.7%), and zero to
20 years (163; 9%). The Intensive Care Unit (319; 17.7%) was the hospital sector with the
highest isolation rates, followed by the Semi-Intensive Care Unit (295; 16.4%), clinic (290;
16.1%), General Surgery Unit (253; 14.1%), Adult Emergency Room (245; 13.6%), Cardiac
Intensive Care Unit (93; 5.2%), Nephrology Unit (60; 3.4%), Surgical Block (50; 2.8%),
Medical Clinic Unit (34; 1.9%), Recovery Room (31; 1.8%), Obstetric Center (30; 1.7%),
Treatment Center for Children with Cancer (29; 1.6%), Child and Adolescent Health Care,
Child Intensive and Semi-Intensive Care (28; 1.5%), Maternal-Infant and Women’s Health Unit
(14; 0.8%), and others (25; 1.4%).

The antimicrobial susceptibility profile is described in Table 1. We observed that K.
pneumoniae showed increased resistance to colistin (239.3%), meropenem (74.2%),
ciprofloxacin (68%), gentamicin (35.1%), tigecycline (33.9%), imipenem (29.7%), ertapenem
(26.8%), and amikacin (21.4%). Figure 1 represents the percentage of antimicrobial resistance

per quarter.
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TABLE 1: Antimicrobial susceptibility profile of Klebsiella pneumoniae isolates

between 2015 and 2016.

Antimicrobial MIC Range 2015 (n =784) 2016 (n = 1021)
agent (ng/mL) MICsof R S MICsof R S
MICso (n%)  (n;%) MICgo (n;%)  (n;%)
W we we w5 %
o0 mn w  m w i
coL 0.5-16 0.5/05 o5 e 0.5/16 o ot
ERT 0.5-8 0.5/8 f’ésg ggg 4/8 5;,0}; 4513;)?
IMI 02516 02516 a3 oo% 02516 Lep OO0
MER 02516 02516  ob  2oh 2/16 Uy,
TIG 0.25-8 0.5/8 >0 o 1/8 P o8,

MIC50: minimum inhibitory concentration required to inhibit the growth of 50 % of
microorganisms; MIC90: minimum inhibitory concentration required to inhibit the growth of
90 % of microorganisms; R: resistant and intermediate; S: sensitive; AMI: amikacin; CIP,
ciprofloxacin; COL.: colistin; ERT: ertapenem; GEN, gentamicin; IMI: imipenem; MER:

meropenem; TIG: tigecycline.
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FIGURE 1: Increased antimicrobial resistance of Klebsiella pneumoniae isolates between

2015 and 2016.

The phenotype of multi-resistance can be explained by the spread of carbapenemases,
especially Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), as well as the extensive use of
monotherapy in this hospital®. A study by Santos, La Rocca and Hérner® had also described low
susceptibility to carbapenem and ciprofloxacin in colistin-resistant Pseudomonas aeruginosa
isolates during the same period. Rossi et al.2? have observed an increase in colistin-resistant K.
pneumoniae between 2010 and 2014 at Hospital de Clinicas in Sdo Paulo (Brazil).

In our study, all colistin-resistant K. pneumoniae isolates showed high resistance to
carbapenems and tigecycline (Table 2), which is alarming, considering that these
antimicrobials are used for the treatment of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae in
combination with amikacin, which has demonstrated good activity against the isolates, with

susceptibility greater than 80%?.
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TABLE 2: Antimicrobial susceptibility profile of colistin-resistant Klebsiella

pneumoniae isolates between 2015 and 2016*.

Anti;ngi;r:fbial M(L%/'fnaf)ge e 2015 (nR: 48) - e 2016 (nR: 211) <
MICgo (n; %) (n; %) MICgo (n;%) (n;%)

AMI 05-64 8/16 e N 4116 = 1o

cIp 0.25-16 44 oor Z 414 o o

ERT 0.5-8 8/8 53 167 8/ 053 %
GEN 1-16 16/16 g o 16/16 oo e

IMI 0.25-16 16/16 et e 8/16 e >

MER 0.25-16 16/16 et e 16/16 oo 3h
TIG 0.25-8 8/8 ot s 2/8 sor "

MIC50: minimum inhibitory concentration required to inhibit the growth of 50 % of
microorganisms; MIC90: minimum inhibitory concentration required to inhibit the growth of
90 % of microorganisms; R: resistant and intermediate; S: sensitive; AMI: amikacin; CIP,
ciprofloxacin; ERT: ertapenem; GEN, gentamicin; IMI: imipenem; MER: meropenem; TIG:

tigecycline; *MIC50/MIC90 16 pg/mL in both years.

The colonization of carbapenemase-producing microorganisms, prolonged
antimicrobial therapy, and previous use of polymyxins contributed to the emergence of
heteroresistance!!2, Giani et al.'®, had observed an outbreak of colistin-resistant KPC-3-
producing K. pneumoniae due to the deletion of mgrB gene. The presence of mcr-1 gene in
carbapenemase-producing isolates had also been reported by some authors***°.

The resistance profile observed in this institution, during the period of analysis, raises
concern, since K. pneumoniae showed increased resistance to the antimicrobial agents tested,

prompting the adoption of control and preventive measures against multidrug-resistant
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microorganisms to reduce their spread in the hospital environment and avoid efficacy loss of

these drugs.
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RESULTADOS ADICIONAIS

Realizou-se um estudo retrospectivo observacional no Hospital Universitario de Santa
Maria a fim de avaliar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana de isolados clinicos de K.
pneumoniae coletados entre janeiro a dezembro de 2017. Os isolados foram coletados de
diversos espécimes clinicos de pacientes hospitalizados e identificados pelo sistema
automatizado Vitek®2 (bioMérieux, Franca). Foram analisados o género, idade e setor
hospitalar, bem como o perfil de susceptibilidade frente aos agentes antimicrobianos amicacina,
ciprofloxacino, colistina, ertapenem, gentamicina, imipenem, meropenem e tigeciclina. Para a
interpretacdo da susceptibilidade a colistina e tigeciclina, utilizaram-se 0s critérios
estabelecidos pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST,
2017). Para os demais agentes antimicrobianos, utilizou-se Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2017).

Durante o periodo de estudo, 854 isolados clinicos de K. pneumoniae foram coletados.
O espécime clinico em que ocorreu maior isolamento foi urina (344; 40,3%), seguido de swab
retal (150; 17,6%), secrecdo traqueal (106; 12,4%), sangue (74; 8,7%), escarro (55; 6,4%),
biopsias em geral (21; 2,4%), fezes (19; 2,2%), liquido abdominal (11; 1,3%), lavado
broncoalveolar (9; 1,1%), liquido peritoneal (7; 0,8%), aspirado traqueal (6; 0,7%), entre outros
(52; 6,1%).

Em relagéo ao género e idade, houve maior prevaléncia no sexo masculino (531; 62,2%)
com idade superior aos 60 anos (417; 48,8%), 21 a 59 anos (361; 42,3%) e zero a 20 anos (76 ;
8,9%). A Unidade de Terapia Intensiva (167; 19,5%) foi o setor hospitalar que ocorreram as
maiores taxas de isolamento, seguido 0 Ambulatério (142; 16,6%), Pronto Atendimento Adulto
(141; 16,5%), Cirurgia Geral (116; 13,6%), Cuidados Intensivos e Semi-Intensivos Adulto (92;
10,8%), Clinica Médica (37; 4,3%), Nefrologia (35; 4,1%), Bloco cirargico (34; 4%), Unidade
Coronariana Intensiva (29; 3,4%), Centro Obstétrico (18; 2,1%), Centro de Tratamento da
Crianca e Adolescente com Cancer (12; 1,4%), Atencdo a Saude da Crianca e Adolescente e
Cuidados Intensivos e Semi-Intensivos Infantil (8; 0,9%), Internacdo Materno-Infantil e Saude
da Mulher (3; 0,4%), entre outros (20; 2,4%).

O perfil de susceptibilidade antimicrobiana esta descrito nas Tabela 1. Podemos
observar que apenas a amicacina demonstrou boa atividade (88,48%) frente aos isolados
resistentes a colistina (Tabela 2). Quando comparados os anos de 2015 (Artigo Cientifico 2) e
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2017, observamos um aumento de resisténcia a colistina (532,8%), amicacina (142,8%),
meropenem (85,1%), imipenem (79,5%), tigeciclina (77,7%), ciprofloxacino (66,7%),
gentamicina (51,9%), ertapenem (36,1%). A figura 4 representa a porcentagem de resisténcia
antimicrobiana por trimestre, correlacionado com os resultados obtidos nos anos de 2015/2016
(Artigo Cientifico 2) e 2017.
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Tabela 1 — Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de Klebsiella pneumoniae isoladas em
2017.

2017 (n= 854)

antirﬁ?cerr;tt?iano M(L%/iena[])(‘:’ ° I\I\//IIII(C::ZZ/ . 51/0) . ;5%)
AMI 0,5-64 4116 288 3262
o 0254 M Gy G
coL 0,5-16 0,5/16 gg% gﬂ'
il 058 88 g5 s
o we we
IMI 0,25-16 8/8 g‘g?z’ ig%
MER 0,25-16 16/16 32’79’ 21,71’
TIG 0,25-8 218 22’471 i;f’é

Fonte: Autores.

MIC50, concentracdo inibitéria minima para inibir crescimento de 50% dos microrganismos; MIC90,
concentragdo inibitoria minima para inibir crescimento de 90% dos microrganismos; R, Resistente e Intermediario;
S, Sensivel; AMI, Amicacina; CIP, Ciprofloxacino; COL, Colistina; ERT, Ertapenem; GEN, Gentamicina; IMI,
Imipenem; MER, Meropenem; TIG, Tigeciclina.
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Tabela 2 — Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de Klebsiella pneumoniae resistente a
colistina isoladas em 2017*.

2017 (n= 330)

antirﬁ ?cerr;tt?iano M(L(;/i%naf)ge m%zzl (n 5)/0) (n ;S%)
AMI 0,5-64 4116 1318,;3 ?3225
CIP 0,25-4 414 3597 01,5
ERT 05-8 8/8 %1 08
GEN 1-16 1606 o 2
IMI 0,25-16 8/8 3371 ogj’g
MER 0,25-16 16/16 3371 03 9
TIG 0,25-8 218 3526 28,’4

Fonte: Autores.

MIC50, concentracdo inibitéria minima para inibir crescimento de 50% dos microrganismos; MIC90,
concentracdo inibitéria minima para inibir crescimento de 90% dos microrganismos; R, Resistente e Intermediério;
S, Sensivel; AMI, Amicacina; CIP, Ciprofloxacino; ERT, Ertapenem; GEN, Gentamicina; IMI, Imipenem; MER,
Meropenem; TIG, Tigeciclina; *MIC50/MIC90 16 pg/mL.
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FIGURA 4 — Aumento de resisténcia em isolados de Klebsiella pneumoniae entre 2015 e 2017.
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DISCUSSAO GERAL

Baseado no aumento global de resisténcia bacteriana, buscou-se investigar a presenca
de bacilos Gram-negativos multirresistentes em pacientes internados no Hospital Universitario
de Santa Maria, o perfil de susceptibilidade a agentes antimicrobianos e determinar 0s
mecanismos de resisténcia. Inicialmente, verificou-se a prevaléncia de KPC e altos niveis de
resisténcia aos B-lactamicos, em especial carbapenémicos. A baixa susceptibilidade a colistina
em alguns isolados levou a investigacdo da presenca do gene mcr-1 em isolados resistentes as
polimixinas, tendo em vista sua disseminacéo global, estando presente em um isolado de E. coli
em uma paciente imunocomprometida. Paralelamente a investigacdo dos genes blakpc € mcr-1,
realizou-se uma analise temporal a fim de determinar as taxas de resisténcia em K. pneumoniae
durante dois anos, uma vez que foi 0 microrganismo mais isolado durante todo o estudo.
Observou-se um aumento de resisténcia em todos antimicrobianos analisados e em diferentes
locais de internacdo, como unidades criticas (UTI e UCI), Pronto Atendimento e Ambulatorio.
Este cenario é preocupante, visto que surtos de K. pneumoniae multirresistente podem levar a
tratamentos imprecisos e aumento nas taxas de mortalidade.

A aquisicdo de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos estd ligada a uma
transmissdo horizontal e exposicdo exdgena durante a hospitalizacdo, seja por uma
disseminacdo de clones ou elementos genéticos maéveis, uma vez que genes de carbapenemases
sdo mediados por plasmideos. A introducdo destes microrganismos no ambiente nosocomial
pode ocorrer por meio de pacientes colonizados ou infectados por profissionais da salude ou
contaminagdo ambiental (GOODMAN et al., 2016; TEMKIN et al., 2014). Um estudo
realizado por Rock et al. (2014), em Maryland (EUA), constatou que 14% (31/220 ) dos casos
de contaminacdo por K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos (produtores ou nao de
KPC) estavam relacionados a contaminacdo por meio de luvas ou jalecos, e 25,58% (11/43)
estavam relacionadas & contaminagdo ambiental, como equipamentos hospitalares (exemplo,
pias e tubos de drenagem) e médicos (exemplo, duodenoscopios) (GOODMAN et al., 2016;
ROCK et al., 2014).

Apesar da baixa frequéncia no Brasil, 0 gene mcr-1 ja foi relatado em isolados de E.
coli, K. pneumoniae e S. enterica de origem animal e humana (DALMOLIN et al., 2018;
FERNANDES et al.,, 2016a; FERNANDES et al., 2016b; RAU et al., 2018). Alteracbes
cromossémicas, como mutacdes nos genes mgrB, pmrA e yciM, relacionadas a resisténcia
adquirida, normalmente induzida pelo uso extensivo de polimixinas e, associadas a rapida

disseminacéo de clones, pode explicar a baixa susceptibilidade a esta classe de antimicrobianos
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encontrada nos isolados resistentes a colistina (mcr-1-negativos) (AIRES et al., 2016; DE
MAIO CARRILLHO et al., 2017).

Segundo o European Centre for Disease Prevention and Control, houve um aumento
de resisténcia aos carbapenémicos (5,1%), fluorquinolonas (6,9%), cefalosporinas de terceira
geracgdo (8,5%) e aminoglicosideos (6,3%) em isolados de K. pneumoniae na Europa, entre 0s
anos de 2009 e 2013. Em um estudo transversal realizado por Prim et al. (2017) na Espanha
entre 0s anos de 2012 e 2015, 0,67% (91/13579) dos isolados de enterobactérias eram
resistentes a colistina, sendo 31 multirresistentes produtores de ESBL, AmpC, KPC e/ou OXA-
48. Ainda, o gene mcr-1 estava presente em 15 isolados de E. coli, entre 76 enterobactérias
selecionados para investigagdo plasmidial. Ku et al. (2015), ao avaliarem a resisténcia aos
carbapenémicos em A. baumannii em um estudo longitudinal de 18 anos na China, constataram
reducdo da susceptibilidade de 88.1% (2001-2003) a < 25% (2010-2012) em decorréncia da
variabilidade de alelos de oxacilinases, como OXA-58 e OXA-72, e metalo-B-lactamases, como
VIM e IMP. No estudo realizado por Rossi et al. (2017) no Brasil entre os anos de 2010 e 2014,
7% (1159/16533) dos isolados de enterobactérias, 1,4% (102/7446) isolados de Acinetobacter
spp. € 0,9% (85/9786) isolados de Pseudomonas spp. eram resistentes a colistina (EUROPEAN
CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2014; KU et al., 2015; PRIM et
al., 2017, ROSSI et al., 2017).

Entre as medidas de prevencdo e controle de infeccdes por bacilos Gram-negativos
multirresistentes, estdo a higienizacdo das méos e do ambiente, o isolamento adequado de
pacientes, a correta paramentacdo e uso de equipamentos de protecdo individual (exemplo,
luvas, jalecos), a implementacdo de politicas institucionais de uso racional de antimicrobianos
e sistemas de vigilancia epidemioldgica que permitam monitoramento de patdgenos resistentes
(ADLER; FRIEDMAN; MARCHAIM, 2016; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2013, 2016; LANDELLE; MARIMUTHU; HARBARTH, 2014).
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CONCLUSAO

Os microrganismos multirresistentes foram isolados principalmente em pacientes do
sexo masculino, com idade superior aos 60 anos e internados na Unidade de Terapia Intensiva,

coletados de espécimes clinicos como swab retal e urina.

Altos niveis de resisténcia aos antimicrobianos formam observados, especialmente nos
isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos e colistina, com excecéo da

amicacina que demonstrou boa atividade (superior a 88%).

O gene blakpc esteve presente em 80% dos isolados de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos analisados molecularmente, podendo estar relacionado ao fendtipo de

multirresisténcia observado entre os anos de 2015 e 2017.

O gene mcr-1 esteve presente em um isolado (0,29%) de Escherichia coli resistente a
colistina coletado em setembro de 2017. Destaca-se 0 primeiro relato de sua detec¢do em Santa
Maria e a necessidade de sua investigacdo na rotina laboratorial, uma vez que sua disseminacao

global é rapida e silenciosa.

Os métodos fenotipicos para deteccdo de carbapenemases e resisténcia as polimixinas
apresentaram 100% de sensibilidade e especificidade, em relagdo aos métodos moleculares,

possibilitando a implementacdo na rotina laboratorial, uma vez que sdo testes rapidos e praticos.

O aumento de resisténcia aos antimicrobianos observado no periodo de trés anos é
preocupante, reforcando a necessidade de implementacdo de medidas de controle de infeccéo
mais rigorosas e planejamento terapéutico adequado, uma vez que este processo é acelerado

pela disseminacdo de genes de resisténcia e uso indiscriminado de antimicrobianos.
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APENDICE A - METODOS FENOTIPICOS PARA DETECCAO DE RESISTENCIA
AOS CARBAPENEMICOS E POLIMIXINAS

Figura 5 — Difuséo de disco com inibidores enzimaticos.

MER + EDTA IMI + EDTA

/

——

Fonte: Autores. i )
(ERT) Ertapenem; (IMI) Imipenem; (MER) Meropenem; (EDTA) Acido etilenodiaminotetracético; (AFB) Acido
fenilbordnico.
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Figura 6 — Testes de Carba-NP e Blue-Carba.

Fonte: Autores.

a: Carba-NP; b: Blue-Carba; 1: Controle positivo OXA (blaoxa-4s); 2: Controle positivo MBL (blamp-1); 3:
Controle negativo (E. coli ATCC 25922); 4: Controle positivo KPC (blakec-1); 5 e 6: Isolados clinicos positivos
para KPC; 7 e 8: Isolados clinicos negativos para OXA, MBL e KPC.

Figura 7 — Teste de Polimixina NP.

Fonte: Autores.

1: Solucéo isenta de sulfato de colistina; 2: Solugdo contendo sulfato de colistina; a: Solugdo salina; b: Controle
negativo (E. coli ATCC 25922); c: Controle positivo (isolado clinico Serratia marcescens); d: Isolado clinico
resistente a colistina.
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APENDICE B - METODOS MOLECULARES PARA DETECQAO DOS GENES
blakpc E mcr-1

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR.

Fonte: Autores.
PM: Marcador de peso molecular; mcr-1: Controle positivo para gene mcr-1 (peso molecular: 309 pb); KPC:

Controle positivo para gene blakec (peso molecular: 795 pb); 1: Isolado clinico E. coli mcr-1-positivo; 2:
Transconjugado mcr-1-positivo; 3: Isolado clinico K. pneumoniae KPC-positivo; Br: Branco.
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Quadro 1 — Sequéncias de nucleotideos gerados pelo método Sanger para o isolado clinico de
E. coli carreador do gene mcr-1.

Forward

Reverse

GGT CGG GTT CGT GAC GCG ACG CCA
TCTTACCTT TTT TGA TAA AAT CAG
CCA AAC CTATCC CAT CGC GGA CAA
TCT CGG CTT TGT GCT GAC GAT CGC
TGT CGT GCT CTT TGG CGC GAT GCT
ACT GAT CAC CACGCT GTT ATC ATC
GTATCG CTATGT GCT AAAGCCTGT
GTT GAT TTT GCT ATT AAT CAT GGG
CGC GGT GACCAGTTATTT TAC TGA
CACTTATGG CACGGT CTATGATAC
GAC CAT GCT CCA AAATGC CCT ACA
GAC CGA CCA AGA

GAC CGATCATAG ACG TGC ATAAGT
GTC AGT AAA ATA ACT GGT CAC CGC
GCC CAT GAT TAATAG CAA AAT CAA
CAC AGG CTT TAG CAC ATA GCG ATA
CGA TGA TAA CAG CGT GGT GAT CAG
TAG CAT CGC GCC AAA GAG CAC GAC
AGC GAT CGT CAG CAC AAA GCC GAG
ATT GTC CGC GAT GGG ATAGGT TTG
GCT GAT TTT ATC AAA AAA GGT AAG
ATT GGC GGT CGC GGT CAA GAA AAC
GGC AAC ACT CGC CAC AAG AAC AAA
CGG ACT GAC CGA

Fonte: Autores.
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Figura 9 — Cromatograma correspondente ao Forward.

I
TGTCGTGCTCTTTG GCGCGATGCTAC TG ATCACC\.CGCTGTTAICATCGTATCGCTATGIGC‘IAAAGCCTGTGTTG TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

mmmmwﬂww

Fonte: Software Chromas (Technelysium Ply Ltd, v. 2.6.5).

Figura 10 — Cromatograma correspondente ao Reverse.

kCGATG A’IAACAGCGTGGTGATC\GIAGCATCGCGCCAAAG AGC\CGACLGCG GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

.lﬂuﬂmulm_uhhﬂmmmnmlmnlmmmuuummnu nd

Fonte: Software Chromas (Technelysium Ply Ltd, v. 2.6.5).
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epidemiologico das bactérias isoladas no Hospital Universitario de Santa Maria, com a finalidade de

contribuir de forma significativa na escolha do tratamento empirico a ser administrado a cada paciente.

Objetivo da Pesquisa:
Efetuar a identificagio e avaliagdo do perfil de sensibilidade frente os antimicrobianos e dos mecanismos de

resisténcia bem como o perfil epidemiclégico das bactérias isoladas no Hospital Universitério de Santa
Maria.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Descritos de maneira adeguada.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Cronograma: aguele apresentado no projeto ndo é detalhado;

Orgamento: cfme apresentado no projeto, o custo do Material de Consumo é de cerca de R$ 34 mil, que
seria obtido com a submissio do projeto a editais plblicos internos e externos.

Termo de Confidencialidade: Ok;

Autorizagao Institucional: foi apresentada autorizagio da GEPE;

Registro no GAP: Ok;

Folha de Rosto: Ok;

Registro na GEPE: foi apresentada;

TCLE: foi solicitado, formalmente a dispensa, o que & adequado ao tipo de projeto.

Recomendagoes:
Veja no site do CEP - hitp:/fw3.ufsm.br/nucleodecomites/index.php/cep - na aba "orientagbes gerais”,

modelos e orientagbes para apresentagdo dos documentos. Acompanhe as orientagdes disponiveis, evite
pendéncias e agilize a tramitagdo do seu projeto.

Enderego: Av. Roraima, 1000 - prédio da Reitoria - 2° andar

Balrro: Camobi CEP: 97.105-970
UF: RS Municiplo: SANTA MARIA
Telefone: (55)3220-9362 E-mall: cep.ufsmi@gmail com

Pagina 02 de 08



91

‘it'kll'rl.l.fr),

¥, UNIVERSIDADE FEDERAL DE
e
- SANTA MARIA/ PRO-REITORIA € QSletaforma

DE POS-GRADUAGAO E e

Chy e

o ETSigl
o
¥

Continuagio do Parecer: 828497
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