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RESUMO

NHAMBE, L. F. Caracterizagio de Carbapenemases do Tipo KPC em
Enterobactérias de Origem Clinica. 2014. 64f. (Dissertagdo de Mestrado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Atualmente, no Brasil, a produgio de enzimas do tipo KPC constitui o principal mecanismo
de resisténcia aos carbapenémicos em Klebsiella pneumoniae, contribuindo para a
endemicidade hospitalar da espécie. No presente estudo, foi caracterizada a produgdo de
KPC em 38 enterobactérias que foram diferencadas entre os grupos CESP
(enterobactérias com produgdo induzida da B-lactamase AmpC, ex., Enterobacter spp.,
Serratia marcescens ¢ Morganella morganii) e ndo CESP (ex., Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli e Proteus mirabilis), pertencendo a isolados recuperados de pacientes
colonizados e/ou apresentando infec¢do urindria, pneumonia ou bacteremia, em trés
centros médicos de trés diferentes regides do Brasil (Amazonas, Mato grosso, Minas
Gerais), durante 2008-2013. Os isolados apresentaram resisténcia para cefalosporinas de
amplo espectro (86,8 - 94,7%), cefoxitina (86,8%), ertapenem (89,4%), imipenem
(89,4%), meropenem (84,2%), amicacina (86,8%), ciprofloxacina (84,2%), tigeciclina
(42,1%, CIMso= 2 pg/ml), sulfametoxazol/trimetoprim (SXT, 60,5%) e gentamicina
(57,8%). Entre bactérias do grupo CESP, os isolados de S. marcescens apresentaram
sensibilidade para fosfomicina (CIMse= 8 pg/mL) e sulfametoxazol-trimetoprim
(CIMso= 1/19 pg/mL). A producdo de carbapenemase foi confirmada pelo teste de
Hodge modificado e por inibi¢do por acido fenil borénico em 76,31 e 73,68% dos
isolados do grupo CESP e ndo CESP, respectivamente. A presenga do gene blagpc foi
confirmada em 78,9% dos i1solados clinicos € variantes do gene blacrxv foram identificados
em 57,89% das cepas. Cepas de S. marcescens € E. aerogenes clonalmente relacionadas por
ERIC-PCR foram associadas a surtos de infecgdo nosocomial. Resultados do presente
estudo confirmam que a produgdo de KPC no Brasil, ocorre em uma grande variedade
de espécies de enterobactérias sendo frequentemente associada com a co-produgdo de
ESBLs do tipo CTX-M, o que poderia favorecer a endemicidade com o subseqiiente
estabelecimento de surtos de infec¢do. Um dado relevante, foi a alta resisténcia a
fosfomicina (66,66%) associada a presenga do gene fosA2 em cepas de E. aerogenes ¢ K.

pneumoniae produtores de KPC-2.

PALAVRAS CHAVE: Infec¢do relacionada 4 assisténcia a satde (IRAS), resisténcia

bacteriana, Carbapenemases, KPC, Enterobacteriaceae.



ABSTRACT

NHAMBE, L. F. Characterization of KPC-type Carbapenemases in
Enterobacteriaceae from Clinical Samples. 2014. 64f. (Dissertagdo de Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Currently, in Brazil, the production of KPC-type enzymes is considered the main
mechanism of carbapenem resistance in Klebsiella pneumoniae, which has contributed
for the nosocomial endemicity of this specie. In this study, the KPC production was
characterized in 38 Enterobacteriaceae isolates differenced among CESP
(Enterobacteriaceae with inducible production of AmpC-type P-lactamase, i.e.,
Enterobacter spp., Serratia marcescens and Morganella morganii) and not CESP
(Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Proteus mirabilis) groups recovered from
colonized patients and/or with urinary tract infection, pneumonia or bacteremia, in three
medical centers from different regions of Brazil (Amazonas, Mato Grosso, Minas
Gerais) during 2011-2013. The isolates were resistant to broad-spectrum cephalosporins
(86.8 - 94.7%), cefoxitin (86.8%), ertapenem (89.4%), imipenem (89.4%), meropenem
(84.2%), amikacin (86.8%), ciprofloxacin (84.2%), tigecycline (42.1%, MICsq = 2
pug/mL), trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT, 60.5%) and gentamicin (57.8%). S.
marcescens isolates exhibited additional susceptibility to fosfomycin (MICso = 8
pg/mL) and sulfamethoxazole-trimethoprim (MICso = 1/19 pg/mL). Carbapenemase
production was confirmed by Hodge modified test and inhibition by phenyl boronic
acid in 76.31 and 73.68% of CESP and no CESP isolates, respectively. In fact, the
presence of the blaxpc., gene was confirmed in 78.9% of enterobacterial isolates,
whereas blactx.my ESBL gene variants were identified in 57.89% of the strains. S.
marcescens and E. aerogenes isolates were clonally related by ERIC-PCR being
associated with outbreaks of nosocomial infection. Results of this study confirm that the
production of KPC in Brazil occurs in a variety of species of Enterobacteriaceae co-
producing CTX-M-type ESBLs, favoring the endemicity and the establishment of
outbreaks. A relevant finding was the high resistance to fosfomycin (66.66%) associated
with the presence of the fos42 gene in KPC-2-producing E. aerogenes and K.

preumoniae strains.

KEYWORDS: Healthcare associated infections (HAIs), bacterial resistance,

carbapenemases, KPC, Enterobacteriaceae.
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1. INTRODUCAO

As infecgoes relacionadas 4 assisténcia 4 satde (IRAS), constituem um grave problema
de saude publica devido a ocorréncia de agentes bacterianos que expressam resisténcia para
uma ampla variedade de antibioticos. Estas infecgdes podem ser causadas por Enterobactérias
resistentes a carbapenémicos (ERC). Ao nivel hospitalar, IRAS tem sido favorecidas pela
endemicidade de espécies bacterianas expressando importantes fendtipos de resisténcia aos
antibacterianos (e.x., produgdo de B-lactamases de amplo espectro e/ou carbapenemases),
afetando unidades médicas onde pacientes com fatores predisponentes sdo suscetivels a
infecgcdo nosocomial (Meyer & Picoli, 2011).

As infec¢bes relacionadas a satde, conhecidas também como infec¢bes hospitalares,
constituem preocupa¢do para o profissional de saude e o paciente. O au-mento da taxa de
morbidade, mortalidade e custos causados pelas infecgdes hospitalares, tem sido demonstrado
através de varios estudos a nivel mundial. Em paises desenvolvidos, as IRAS tem sido
reportadas como afectando 5 a 15% de pacientes hospitaliados em enferamarias de
atendimento normal e mais de 50% em unidades de tratamento intensivo, enquanto que nos
paises em desenvolvimento a magnitude do problema permanece largamente subestimado
(Scherbaum et al., 2014).

O uso excessivo dos antibidticos acaba gerando uma pressao seletiva, o que contribui para o
surgimento de cepas mais resistentes como as carbapenemases KPC ou MBL. Controlar a
disseminacdo de enzimas KPC ¢ dificil, uma vez que os genes que codificam para estas enzimas
residem em plasmideos mobilizaveis. Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos
representam um desafio especial, pois causam intmeras infecgdes, sdo dificeis de tratar € tém o
potencial de se espalhar dentro de estabelecimentos de saide. Altas taxas de morbidade e

mortalidade estdo associadas a estes organismos (Correa et al,, 2013).

1.1.  Enterobactérias do grupo CESP e ndo CESP

As enterobactérias, sdo Dbacilos gram negativos, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, fermentadores da glicose, anaerdbios facultativos, reduzem o nitrato a

nitrito, sdo catalase-positiva, oxidase-negativa que podem ser encontrados na microbiota dos



humanos e dos animais. Apresentam mobilidade (flagelos peritriqueos) ou podem ser
imoveis (O'hara et al., 2005).

As espécies bacterianas Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia spp.,
Providéncia rettgeri, Providéncia stuartii € Morganella morganii sdo conhecidas como
pertencentes ao grupo CESP e sdo caracterizadas por produzirem [-lactamases
cromossdmicas induziveis da classe 1 ou AmpC que leva a perda da atividade e do espectro
de agdo das cefalosporinas da terceira geragdo, monobactidmicos e penicilinas. As bactérias
pertencentes ao grupo CESP carregam intrinsecamente um gene que codifica a produgdo de
da enzima AmpC em uma condi¢do de indugdo ou superexpressdo. A indugdo requer a
presenga da proteina de ligagdo de DNA o AmpR, sendo um processo reversivel, assim que o
agente indutor é removido (Calvo et al., 2011, Kusahara, et al., 2007; Hanson, 2003; Sader et
al., 2001). O gene pode permanecer sem atividade, mas quando se expde a bactéria diante de
agentes indutores, que podem ser geralmente os beta-lactamicos, esta indugdo torna o gene
ativo, o que leva a bactéria a produzir em grande quantidade a enzima, o que vai desencadear
a resisténcia as cefalosporinas da segunda e terceira geragdo. Os principais agentes indutores
sdo os carbapenémicos, as cefamicinas (ex., cefoxitina) e as cefalosporinas da terceira
geragdo. Ocorrendo a possibilidade de in vitro as bactérias do grupo CESP apresentarem
sensibilidade a um dos antibidticos (cefalosporinas da terceira geragdo, monobactamicos), o
seu uso como alternativa terapéutica ndo pode ser considerada visto que se esta diante de uma
resisténcia intrinseca do préprio grupo (Kusahara et al., 2007; Sader et al., 2001 )

A espécie Serratia marcescens, foi descrita pela primeira vez em 1819 por Bartolomeo
Bizio, e foi por muitos anos considerada inofensiva até a década de 1950 e era utilizada em
experimentos escolares devido a capacidade de produgdo de pigmento avermelhado; sendo
também associado a questdes histdricas (Acar, 1986). A Serratia marcescens, é reconhecida
atualmente como sendo um importante patdégeno que exibe propriedades invasoras e que
apresenta resisténcia a muitos antibidticos, mediado por genes contidos no plasmideo. E
resistente intrinsicamente a ampicilina, macrolideos e cefalosporinas de primeira geragdo e a
polimixina. Nas infec¢des relacionadas a saude, a Serratia marcescens é citada como sendo um
importante patdgeno oportunista, sendo de grande realce as bacteremias que estdo relacionadas a
cateter, infecgdes de feridas e infecgdes do trato urinario. E um agente colonizador do trato
gastrointestinal e da pele em recém-nascidos e em pessoas adultas; e também ¢ comumente
encontrado no trato respiratorio e urinario de adultos hospitalizados. Os pacientes mais
susceptiveis, a infecg¢do por Serratia marcescens, sdo aqueles com comorbidades, incluindo
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transplantados, neutropénicos, em ventilagdo mecénica e aqueles internados em UTI, com
longos periodos de hospitalizagdo. A evolugdo das infecgdes estd associada a altas taxas de
mortalidade. O diagnoéstico deve ser rapido e preciso devido ao risco de disseminagdo, seu
potencial de gravidade e a limitagéo terapéutica (Carvalho ef al,, 2010).

A Serratia mascescens, difere de outros patégenos produtores de beta-lactamases por
apresentar susceptibilidade as cefalosporinas da terceira (ceftazidima) e quarta geragdo
(cefepima), sendo que se mantem resistente a quase todos os antibidticos de espectro
estendido (Bush, 2010).

A espécie Enterobacter aerogenes ¢ um agente de infecgdo hospitalar que tem mostrado
resisténcia aos antibidticos beta-lactimicos durante a terapia. E a terceira principal causa de
infecgdes do trato respiratorio a seguir a Staphylococcus aureus € Pseudomonas aeruginosa
(Thiolas et al., 2005; Bomet et al., 2000).

Enterobactérias do grupo ndo CESP sdo representadas por espécies bacterianas que ndo
possuem o gene AmpC cromossomal (ex., K. pneumoniae) ou cuja produg¢do nio ¢ induzida
(ex., Escherichia coli) (tabela 2).

A bactéria Klebsiella pneumoniae, foi a primeira bactéria a ser descrita como portadora do
gene blaxpc, tendo depois sido encontrado em outras espécies de bactérias a nivel mundial (Yigit ef
al., 2001). E um dos principais patogenos responséveis pelos surtos nosocomiais (infecgdes do
trato urindrio, infec¢des dos tecidos moles, pneumonia € septicemia), dévido a dispersdo de
diferentes clones associados a infecgdes oportunistas, ocorrendo em pacientes com baixas defesas
imunoldgicas causadas por diabetes, alcoolismo ou pacientes hospitalizados. No ambiente
hospitalar, as principais fontes de isolamento de Klebsiella sdo amostras de sangue,
equipamento hospitalar contaminado, trato respiratdrio ou trato gastrointestinal de pacientes.
O aumento significativo de casos de infec¢des causadas por Klebsiella pneumoniae, ¢é
consequéncia do aumento de casos de espécies MDR, principalmente as produtoras de ESBL
associado ao uso antibidtico, especialmente de cefalosporinas (Berrazeg et al., 2013;
Podschun & Ullmann, 1998).

A bactéria Escherichia coli ¢ uma das principais causas de infecg¢des adquiridas em ambiente
hospitalar, sendo a segunda espécie mais disseminada que produz a enzima KPC carbapenemase.
Esta bactéria esta associada a infec¢Oes de trato intestinal e extra intestinal em humanos e
animais, onde ¢ frequentemente isolada na urina e no sangue (Jafti et al., 2014; Moghaddam

etal.,2014).



1.2 Antibioticos

Do ponto de vista de classificagdo, os agentes antimicrobianos, sdo diferenciados como
sendo quimioterdpicos e antibidticos, sendo que ambos tem atividade bactericida ou
bacteriostatica em fungfo de seu mecanismo de agdo. Agentes antimicrobianos podem inibir a
sintese de proteinas, se ligando aos ribossomos, ou unem-se aos alvos celulares provocando a
morte celular inibindo, por exemplo, a sintese de parede celular (Madigan et al., 2010).

O mecanismo de ag@o dos antibacterianos pode ser definido como: inibidores de sintese
de parede celular: glicopeptideos, fosfomicina, bacitracina, beta-lactdmicos; inibidores de
sintese proteica: tetraciclinas, tigeciclina, aminoglicosideos, macrolideos; inibidores da sintese
de DNA: Quinolonas (4cido nalidixico, ciprofloxacina); compostos que alteram o
metabolismo celular: sulfas e trimetropim, e; agentes que afetam a integridade da membrana

citoplasmatica: polimixinas.

1.3 Antibiéticos beta-lactimicos

Antibidticos beta-lactdmicos sdo caracterizados por apresentar um anel beta-lactdmico
na sua estrutura molecular. O uso dos antibidticos beta-lactimicos ¢ recomendavel por
possuirem alta eficdcia no seu mecanismo de agdo e por apresentarem baixa toxicidade. Nesta
classe, encontram-se as penicilinas, cefalosporinas de 1* (cefalotina e cefalexina), 2°
(cefuroxima), 3* (cefotaxima, ceftriaxona, ceftiofur e ceftazidima) e 4* gerag¢do (cefepime,
cefpiroma), cefalosporinas de 5* geragdo (ceftobiprole e ceftaroline); monobactamicos
(aztreonam) e os carbapenémicos (ertapenem, imipenem, meropenem ¢ doripenem). Este
grupo de antibidticos inibe a sintese da parede celular bacteriana interferindo na sua
integridade, essencial para o crescimento e desenvolvimento bacteriano. O principal
mecanismo de agdo destes compostos ocorre na atividade da transpeptidase, na fase de
biossintese do peptideoglicano. Estes compostos contém em sua estrutura um anel beta-
lactdmico, que interage com proteinas denominadas PBPs (Penicillin-Binding Proteins),
inibindo a enzima envolvida na reagido de transpeptida¢@o, responsavel pela ligagdo entre as

cadeias de tetrapeptideos do peptideoglicano.



Assim, nfo € possivel a formacdo das ligagdes entre os tetrapeptideos de cadeias
adjacentes de peptideoglicano, causando perda de rigidez da parede celular (Livermore, 1995;

Trabulsi & Alterthum, 2008).

1.4 Cefalosporinas

As cefalosporinas (figura 1) tem um amplo espectro de agdo no combate de um grande
numero de infecgdes bacterianas, espectro que tem evoluido farmaceuticamente
caracterizando cefalosporinas de primeira a quinta-geracdo (Bush & Jacoby, 2010). No grupo
dos antibidticos beta-lactamicos, sio os mais usados como alternativa terapéutica,

apresentando niveis elevados de resisténcia.

COOH
N//o
- .
S
——=N (o] N /// NK\\
)= /

HyN
COOH

Figura 1- Estrutura quimica de uma cefalosporina (ceftazidima). Fonte: Papp-Wallace ef al., 2013.

1.5 Carbapenémicos

Em 1976, foi descoberta a tienamicina, a partir de uma bactéria do solo (Streptomyces
cattleya), anunciando a nova era de agentes beta-lactdmicos, os carbapenemicos. Foram
desenvolvidas pesquisas até que se encontrou um derivado quimico estdvel da tienamicina, o
imipenem, um antibiotico beta-lactdmico que possuia grande atividade contra bactérias gram-
positivas, bem como contra as Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e espécies de
Bacteroides (Rapp, 2012).0s antibioticos carbapenémicos (imipenem, meropenem, ertapenem
e doripenem) pertencentes a classe dos beta-lactdmicos, resultam da substitui¢do de um atomo
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de enxofre na estrutura central da penicilina, por um atomo de carbono (figura 2.). Devido ao
seu amplo espectro de agd@o, sdo usadas contra bactérias gram-negativas e gram-positivas e
para tratar infec¢des graves. Os carbapenemicos, sdo de grande eficidcia no combate a quase
todas bactérias gram-negativas por serem estaveis e eficazes 4 a¢do das P-lactamases de
amplo espectro (Greenwood, 2003). Tem-se verificado vérias formas de resisténcia a
atividade dos carbapenémicos sendo de salientar a relagdo entre as [-lactamases
cromossdmicas (AmpC) ou de amplo espectro (ESBL) com a impermeabilidade da
membrana, alteragdo de porinas ou a produgdo de bombas de efluxo (Dienstmann et al., 2010;

Peloso et al,, 2010; Raghunathan et al., 2011, Stranieri et al., 2011).
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Figura 2- Estrutura quimica de um carbapenémico (Imipenem). Fonte: Papp-Wallace et al., 2013.

1.6 Fosfomicina

Varios relatos sobre o aumento da resisténcia as fluoroquinolonas e a produgdo de
ESBL e/ou carbapenemases constituem uma preocupagdo a nivel mundial, sendo que as
alternativas terapéuticas para o tratamento de infecg¢des causadas pelas bactérias resistentes
tém sido muito limitadas. A fosfomicina tem sido citada como uma alternativa terapéutica
vidvel para o combate de patégenos MDR, principalmente para infec¢des do trato urinario
(Hou et al., 2013).

A fosfomicina € um derivado do 4cido fosfénico (cis-1,2-epoxypropylphosphonic acid),
(figura 3) tem a propriedade de agir, contra varios agentes patogénicos gram-positivos e
gram-negativos, incluindo Pseudomonas aeruginosa, e/ou bactérias produtoras de f3-
lactamases de espectro estendido. Infelizmente, a resisténcia a fosfomicina desenvolve-se

rapidamente em caso de monoterapia e, portanto, as combinagdes com outros antimicrobianos



sdo preferidos na pratica clinica para o tratamento de infec¢des graves (Hou ef al., 2013; Souli

etal., 2011).

A fosfomicina (C;H7POy), descoberta em 1969, é um metabolito secundario produzido
por espécies de Streptomyces (figura 3). Ela tem agdo bactericida inibindo a biossintese da
parede celular bacteriana, inativando de forma irreversivel a enzima MurA. O seu modo de
acdo ¢ baseado na sua analogia ao fosfoenolpiruvato, ligando-se a UDP-N-acetilglucosamina-
3-O-enolpiruvil transferase (MurA), enzima que participa na etapa inicial da sintese do
peptideoglicano, no citoplasma, antes da etapa de inibigdo por glicopeptideos e beta-
lactdmicos, tendo um amplo espectro de atividade. MurA catalisa a reagdo entre UDP-N-

acetilglicosamina e o fosfoenolpiruvato.
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Figura 3. Estrutura quimica da fosfomicina e modificagdo enzimatica da fosfomicina pela enzima FosA. Fonte:

Castafieda-Garcia et al., 2013.

O tratamento, via oral, com a fosfomicina tem sido efetivo contra infecg¢des urinarias
causadas por ESBL produzidas por Escherichia coli. Embora, ja seja administrada em
pacientes ha muitos anos, continua a apresentar uma baixa taxa de resisténcia em Escherichia
coli (1-3%) a nivel mundial e ndo apresenta co-resisténcia quando prescrito com outro grupo
de antibiodticos (Hou et al., 2013; Raz, 2012).

Na literatura, existe a descricdo de trés possiveis mecanismos de resisténcia
relacionados com: i) impermeabilidade decorrente de mutagdes cromossomais que afetam os
mecanismos de transporte da glucosa-6-fosfato ou o glicerol-3-fosfato; ii) modificagdo do
alvo MurA e; iii) resisténcia adquirida mediada por plasmideos que codificam a expressdo de
enzimas que inativam a fosfomicina, enzimas conhecidas como FosA, FosA3, FosB e FosC2.
Estas enzimas foram caracterizadas como glutationa-S-transferases (GSH) que na teoria
inativam a droga por abertura do anel epdxido através da ligagdo a cisteina na glutationa
(figura 3). A atividade destas enzimas é promovida pela presenca de céations como Fe™ e

Mn*%. Por outro lado, enquanto FosA tem sido exclusivamente identificada em bactérias



gram-negativas, FosB tem sido encontrada em gram-positivos, sendo esta uma tiol-transferase
dependente de Mg+2. Diferente de FosA, FosB utiliza a cisteina ao invés da glutationa, para
inativar a fosfomicina. FosA3 e FosC2 foram identificados em Escherichia coli produtoras de
CTX-M no Japdo. Como mecanismo de resisténcia, algumas bactérias podem receber
plasmideos ou transposons que codificam resisténcia a fosfomicina, tendo como exemplo a

Serratia marcescens (Castafieda-Garcia et al., 2009; Hou et al., 2013; Neu & Gootz,1996).

1.7 Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas fazem parte dos agentes antibacterianos sintéticos, de amplo
espectro, com fungdes bactericidas, que inibem as topoisomerases bacterianas. As
fluoroquinolonas tem agdo contra patdgenos gram-positivos € gram-negativos e apresentando
uma boa absor¢do oral e sistémica. Sio usadas no tratamento de infecgdes do trato
respiratdrio, infec¢des da pele e tecidos moles, doengas sexualmente transmissiveis, infec¢des
do trato urinario, osteomielite e infec¢des entéricas (Fabrega et al., 2009).

O écido nalidixico foi o primeiro antimicrobiano da classe das quinolonas descrita, mas
com um espectro de agdo limitado apenas em bactérias gram-negativas. A estrutura das
quinolonas foi modificada molecularmente, como forma de melhorar a suas propriedades
antimicrobianas e farmacocinéticas, tendo surgido a ciprofloxacina, pelo acréscimo de um
atomo de fluor. A primeira fluoroquinolona foi a norofloxacina que foi sintetizada em 1978,
mas s6 em 1986 € que se tornou clinicamente viavel (Fabrega et al., 2009).

A ciprofloxacina (figura 4), € a primeira fluoroquinolona de amplo espectro introduzida
em 1987, tendo surgido entre outras as ofloxacina, levofloxacina, enrofloxacina,
gatifloxacina, que também ativa contra patdgenos gram-negativos e gram-positivos € mostram
uma melhor absorg¢#o oral e sistémica ( Fabrega et al., 2009, Zhanel et al., 2002).

Levofloxacina, L-isomero da ofloxacina, tem sido recomendada para o tratamento de
pneumonia comunitdria e hospitalar, uma vez que tem apresentando uma excelente
farmacocinética (PK) e farmacodindmica (PD), amplo espectro de atividade e tolerdncia
satisfatoria (Torres & Liapikou, 2012). A resisténcia 4s quinolonas, tem tido como uma das
causas o uso descontrolado e abusivo dos antimicrobianos (Acar & Goldstein, 1997;

Biedenbach et al., 2006; Chenia et al., 2006; Naheed et al., 2004).



As fluoroquinolonas agem inibindo a sintese de DNA, tendo como alvo duas
topoisomerases essenciais do tipo II as enzimas DNA girase e topoisomerase IV — enzimas
que regulam o super enrolamento do DNA e mediam a segregagdo das fitas replicadas de
DNA. Mutagdes cromossdmicas na regido génica referente ao sitio ativo destas enzimas
constituem o principal mecanismo de resisténcia as quinolonas (Neu & Gootz, 1996). A
atividade antimicrobiana de fluoroquinolonas é baseada na inibi¢do das topoisomerases,
enzimas heterotetraméricas compostas por duas subunidades A e B, codificadas pelos genes
gyrd e gyrB na DNA girase, e pelos genes parC e parE na topoisomerase IV, respectivamente

(Guimaries, 2010; Kim, et al., 2010; Nakamura et al., 1989; Pan & Fisher, 1996).
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Figura 4- Estrutura quimica da ciprofloxacina. Fonte: Low et al., 2002.

1.8 Tigeciclina

O aumento da resisténcia ds tetraciclinas levou a que um novo antibidtico da classe das
gliciciclinas fosse sintetizado. A tigeciclina uns antibidticos bacteriostaticos, que inibe a
sintese proteica, sendo o primeiro da classe das glicilciclinas disponivel clinicamente (Pankey,
2005). E um antibiético de amplo espectro, semissintético, derivado da minociclina, que exibe
elevada atividade in vitro contra uma variedade de bactérias gram-negativas ¢ gram-positivas
(figura. 5). A tigeciclina apresenta atividade contra bactérias que sdo resistentes aos beta-

lactdmicos e quinolonas (Kelesidis et al., 2008).



N(CH5),

Figura 5- Estrutura quimica da Tigeciclina. A flecha indica adigdo da cadeia lateral 9-t-butil-glicil-amido-

minociclina na posi¢do D-9. Fonte: Pankey, 2005.

1.9 Resisténcia bacteriana

As bactérias podem apresentar mecanismos de defesa contra a agdo dos antimicrobianos
que podem ser intrinsecos ou adquiridos. No mecanismo de resisténcia intrinseca, as bactérias
tém propriedade natural de resisténcia. No mecanismo adquirido as bactérias, adquirem
propriedades de resisténcia o que as torna capazes de multiplicar-se mesmo na presenca de
altas concentragdes de antibidticos que podem ser adquiridas por mutag¢des ou transmissdo de
material genético. Dessa maneira, a resisténcia bacteriana torna-se um mecanismo adaptativo
para a preservagdo da espécie, onde o uso continuo de antibidticos tem contribuido de forma
preponderante para o aumento da resisténcia de bactérias geneticamente aptas para adquirir
estes determinantes de resisténcia. Dos diversos mecanismos de resisténcia destacam-se:
alteragdo na permeabilidade da merﬁbrana externa, impedindo a entrada do antibidtico na
célula; hiperexpressdo das bombas de efluxo que expulsam o antibidtico para fora da c€lula; a
produgio de enzimas que degradam ou inativam a ag@o do antibiético; uma mutagdo do sitio

alvo que impede a ligagdo do antibidtico (Cotrim et al., 2012; Tenover, 2006).

1.10 p-lactamases

Desde a descoberta da penicilina nos anos 80, as bactérias gram-negativas foram se

tornando eficientes, em escapar da agdo letal da atividade dos antibidticos beta-lactimicos,
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principalmente através da produgdo de B-lactamases (Rapp ef l.,2012). A produgdo de
enzimas, por parte de algumas espécies da familia Enterobacteriaceae, constitui um dos
principais mecanismos de resisténcia aos antibidticos. As B-lactamases sdo enzimas que
protegem as bactérias dos efeitos letais dos antibidticos, isto ¢é; que tem a propriedade de
conferir resisténcia aos antibioticos beta-lactimicos através da hidrdlise do atomo 4 do anel
beta-lactimico. As B-lactamases degradam os antimicrobianos beta-lactimicos, tais como
cefalosporinas de amplo espectro (ceftazidima, cefotaxima, cefepima, entre outros) e os

carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem) (Meyer & Picoli, 2011).

1.11 Classificacdo das Beta-lactamases

De acordo com a localizagdo, os genes que codificam a produgdo de beta-lactamases
podem ser cromossdmicos ou plasmidiais. Sendo que podem existir a co-produgdo de B-
lactamases secundérias, quando uma bacteria que expressa uma beta-lactamase
cromossdmica passa tambem a expressar outra beta-lactamase codificada por genes inseridos
em plasmideos ou transposons (Livermore, 1995).

Do ponto de vista molecular (Ambler), as beta-lactamases sdo classificadas com base na
sequencia de aminoédcidos em A, B, C, D (tabela 1). As B-lactamases A, C e D, possuem um
aminodcido serina no centro ativo da enzima; sendo que as [-lactamases da classe B sdo
designadas de metalo-beta-lactamases (MBL), porque dependem do zinco como cofator de
atividade enzimatica (Bush & Jacoby, 2010; Tenover, 2006).

Até o momento, as beta-lactamases de interesse clinico e que apresentam espectro de
acdo distinto sobre os farmacos beta-lactdmicos sdo quatro: beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL), Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), metalo-beta-lactamases
(MBL), beta-lactamases classe C (AmpC) e beta-lactamases classe D (OXA). As ESBLs
hidrolisam a cadeia oximino-beta-lactimico, degradando penicilinas, cefalosporinas e
monobactimicos, ¢ s3o alvo de inibidores comerciais de beta-lactamases como acido

clavulanico, sulbactam e tazobactam (Meyer & Picoli, 2011; Jiménez ef al., 2014).

11



Tabela 1- Modelo de classificacdo das beta-lactamases.

Classe molecular  Grupo funcional

Ambler/ 1980 Bush-Jacoby-Medeiros/1995

Grupo funcional

Bush-Jacoby/2009

Caracteristicas’

C

NI

1
NI

2a

2b

2be

2br

NI

2c

NI

2e
2f

2d

NI

NI

3
4

1

le

2a

2b

2be

2br

2ber

2¢

2¢ce

2e
2f

2de

2df

3a

3b
NI

Bactérias gram negativas, produzem enzimas cromossémicas €
plasmidiais que n3o s&o inibidas pelo AC, TZB ¢ EDTA. Inibem
os antibidticos B-tactdmicos. Nao inibem os carbapenemicos.

Enzimas inibidas por AC ou TZB. Conferem resisténcia as
benzilpenincilinas ¢ as cefalosporina. S#o incluidas neste grupo

as TEM-1, SHV-1.

Enzimas inibidas por AC ou TZB. Conferem resisténcia aos
oxymino [-lactdmicos (cefotaxima, ceftazidima, cefiriaxona,
cefepima) e aztreonam. Inclui-se neste grupo a CTX-M-15.
Enzimas resistentes aos inibidores de f-lactamases AC, TZB e
sulbactam.

Enzimas que hidrolisam oxymino p-lactdmicos e s#o resistentes
a AC, TZB e Sulbactam.

Enzimas inibidas por AC e TZB. Hidrolisam as
carbapenincilinas

Hidrolisam a cefepima, carbenicilina e sZo inibidas pelo AC ou
TZB.

Enzimas inibidas pelo AC e hidrolisam cefalosporinas

Enzimas inibidas pelo AC. Hidrolisam carbapenemicos,
cefamicinas. Inclui-se neste grupo o KPC-2

Enzimas que hidrolisam a cloxacilina (oxacilina).
Moderadamente inibidas pelo AC ou TZB

Enzimas que hidrolisam a cloxacilina (oxacilina) ¢ aos oximino
B-lactamicos. Moderadamente inibidas pelo AC e TZB

Enzimas que hidrolisam a cloxacilina (oxacilina) ¢ aos
carbapenémicos.Moderadamente inibidas por AC ou TZB
Enzimas pertencentes ao grupo das metalo-betalactamases
inibidas por  EDTA. Responsaveis pela resisténcia aos
carbapenemicos, B-lactimicos excepto os monobactimicos.

NI

Nota: Tabela adaptada da original de Bush & Jacoby, 2010. NI: N3o investigado
! AC, acido clavulanico; TZB, tazobactam.
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1.12 Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL)

As ESBLs sio enzimas produzidas por bactérias gram-negativas e sdo responsaveis
pelo aumento da resisténcia aos antibidticos, causando inimeros problemas na terap€utica
bacteriana. Em 1983, foi descrita pela primeira vez, o caso de plasmideos expressando B-
lactamases capazes de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro a qual receberam o nome
de ESBL em Serratia marcescens e Klebsiella pneumoniae. Pertencem a classe molecular A
de Ambler, grupo 2 de Bush (tabela 1). Atualmente, mais de 200 tipos de ESBL ja foram
identificados a nivel mundial, sendo a maior parte encontrada em espécies da familia

Enterobacteriaceae (http://www.lahey.org/Studies/).

O surgimento da resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro foi associada a presenca de
B-lactamases codificadas por genes (bla) carregados por plasmideos moveis, que se
disseminardo rapidamente entre bactérias de espécie diferente ou entre bactérias da mesma
espécie. As ESBLs sdo enzimas que hidrolisam as penicilinas, cefalosporinas de amplo
espectro e monobactdmicos. A maioria das enzimas ESBLs deriva de variantes TEM
(Temoneira), SHV (variante sulfidrila) e CTX-M (cefotaximase). CTX-M foi pela primeira
vez reportada na Alemanha em 1989 tendo sido encontrada em Escherichia coli e Klebsiella
prneumoniae bem como em outras espécies da familia Enterobacteriaceae. Muitas bactérias
produtoras de ESBL, podem expressar B-lactamases cromossdmicas do tipo AmpC e podem
co-expressar resisténcia aos aminoglicosideos. A relagdo entre a produgdo de ESBL e a
resisténcia as fluoroquinolonas também é um fendmeno comum.

Desde a década de 2000 que tem se registado um aumento significativo da
disseminagdo das ESBL do tipo CTX-M em relagdo as outras enzimas, sendo que a
Escherichia coli ¢ descrita como a principal produtora de CTX-M (Armold et al., 2011; Bush
& Jacoby 2010; Bradford, 2001; Cantén, 2006; Jiménez et al., 2014; Livermore, 1995;
Moghaddam, 2014; Rupp & Fey, 2003).

1.13 p-lactamases Cromossémicas

As B-lactamases cromossomicas do tipo AmpC, conferem resisténcia as cefalosporinas
da terceira geragdo estdo sempre presentes nas enterobactérias, exceto em Salmonella spp.,

variando na quantidade, modo de produgdo e na sua contribuigdo para a resisténcia. A
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expressdo da enzima pode ser induzivel a um alto ou baixo nivel, de acordo com a espécie ¢ a
cepa (tabela 2). A primeira beta-lactamase cromossémica foi identificada em Eschericia coli,
anos antes da introdu¢do da penicilina na clinica (Bradford, 2001). Adicionalmente, quando se
comegou a administrar a penicilina, surgiram casos de resisténcia da bactéria Staphylococcus
aureus, a este antibidtico, devido a produg¢do de penincilases codificadas em plasmideos
moveis; tendo se verificado a rdpida disseminagdo desta beta-lactamases entre isolados
clinicos de Staphylococcus aureus ¢ outras espécies de Staphylococcus (Bradford, 2001).

A produgdo de B-lactamases cromossdmicas do tipo AmpC, pode ser constitutiva ou
induzivel, dependendo dos niveis de expressdo do gene AmpC. Quando ocorre a auséncia de
genes reguladores do tipo ampD ou ampR (gene se expressa de forma constitutiva), o gene
blaampc se expressa a niveis basais muito baixos, o que confere resisténcia natural a espécie
(resisténcia intrinseca) ou pode expressar-se a niveis muito elevados devido a mutagdes ou
pela aquisi¢do de promotores fortes que contribuem para a expressdo do gene blasmpc (Calvo
etal, 2011).

Enterobacterias com cefalosporinases induziveis como Citrobacter freundi,
Enterobacter spp., Serratia spp., Providéncia rettgeri, Providéncia stuartii € Morganella
morganii podem-se tornar resistentes as cefalosporinas e aos monobactdmicos pela
superprodugdo de beta-lactamases cromossomicas do tipo AmpC. Em Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis e Salmonela spp., que tem auséncia de beta-lactamases cromossdmicas, esta
resisténcia ¢ expressa por plasmideos que codificam cefalosporinases do tipo AmpC.

Escherichia coli, possui genes que codificam beta-lactamases cromossdémicas do tipo
AmpC nio induziveis, que sdo regulados por promotores fracos, com atenuadores fortes o que
leva a que se produza baixas quantidades cefalosporinases. Plasmideos expressando
cefalosporinases do tipo AmpC, sdo derivadas de cromossomas que codificam beta-
lactamases do tipo AmpC de bactérias como Citrobacter freundii, Enterobacter spp.,
Serratia spp. , Providéncia rettgeri, Providéncia stuartii, Morganella morganii, Hafnia alvei
e Aerormonas. Estas enzimas n3o sdo inibidas por inibidores comerciais de (-lactamases
como acido clavulanico, sulbactam, tazobactam, mas sdo inibidas por acido bordnico e seus
derivados (acido fenil bordnico) e cloxacilina. Os genes sdo codificados em plasmideos
contendo outros genes de resisténcia a antibidticos adicionais, o que contribui para poucas
opgdes terapéutica (Pitout et al., 2010).

A expressdo do gene cromossomico AmpC nestas bactérias (Citrobacter freundii,
Enterobacter spp., Serratia spp. , Providéncia retigeri, Providéncia stuartii ¢ Morganella
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morganii),é induzida por antibidticos beta-lactdmicos como o imipenem e a cefoxitina, mas
fracamente induzida pelas cefalosporinas de terceira ou quarta geragdo (Hanson, 2003; Calvo

etal, 2011, Kusahara et al., 2007; Sader et al., 2001).

Tabela 2- -lactamases cromossdmica e a sua expressdo nas enterobactérias.

Espécie B-lactamase Classe Grupo Modo de expressdo

molecular  funcional  Induzivel  Constitutivo

(Ambler) (Bush) Minima Meédia Alta
CEEP
Citrobacter freundii AmpC C 1 - Rara - Frequente
Enterobacter spp. AmpC C 1 i Rara - Frequente
Serratia spp. AmpC C 1 ; - - Frequente
Providéncia spp. AmpC (€ 1 i Rara - Rara
Morganella morganii AmpC C 1 . - - Frequente
Nio CESP
Escherichia coli AmpC C 1 - =+ - Rara
Shigella spp. AmpC C 1 - i - Rara
Klebsiella pneumoniae SHV-1 A 2b i - * Rara
Klebsiella oxytoca Kl A 2be i - + Frequente
Proteus vulgaris Cefuroximase A 2e * . g Rara
Proteus penneri Cefuroximase A 2e g - - Rara
Proteus mirabilis i “ ) + - -

Nota: Tabela adaptada da original de Livermore, 1995; (*) ndo definida; (+) modo normal de expressdo
da enzima, tipico da espécie; (Freq.) frequentemente encontrada, quantidade varia de 10 a 50% de

acordo com local; (rara) menor que 10%.

1.14 Carbapenemases em Enterobacteriaceae

O surgimento rapido de penincilases produzidas por bactérias gram-negativas e gram-
positivas, levou a que se desenvolvessem os antibidticos beta-lactdmicos, mas a produgdo de
plasmideos expressando ESBL e ou AmpC, resultou na resisténcia a estas drogas.

Os antibidticos carbapenémicos sdo os Unicos agentes beta-lactdmicos ativos contra
cepas produtoras de ESBL, e muito provavelmente seu uso excessivo resultou no surgimento
de resisténcia em enterobacteriaceae. Como resultado, dois tipos distintos de carbapenemases
foram identificados, as metalo-beta-lactamases e as Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(Rapp et al., 2012).

As carbapenemases sdo enzimas produzidas por bactérias da familia Enterobacteriaceae,
que podem ter a propriedade de alterar a estrutura da molécula do antibiético, de modo a

torna-lo inativo contra aquele microrganismo (Arnold et al., 2011).

15



Mundialmente, nas enterobactérias, s3o encontradas 3 grandes classes de
carbapenemases: i) as metalo-beta-lactamases, as mais comuns encontradas em
enterobactérias sio IMP, VIM e NDM,; ii) as oxa-carbapenemases, sendo a mais detectada em
enterobactérias a OXA-48; iii) as carbapenemases do tipo KPC (ANVISA, 2013).

As carbapenemases pertencem as classes moleculares de Ambler, denominadas A, B e
D. As carbapenemases sdo também designadas serino-carbapenemases por possuirem no seu
centro ativo o aminoécido serina. As do grupo A, incluem membros SME, IMI, NMC, GES e
a familia das KPCs (tabela 1). As enzimas KPC, pertencem, portanto a classe molecular A e
ao grupo 2F de Bush, Jacoby e Medeiros. As carbapenemases KPC sdo inibidas por acido
clavuldnico e tazobactam, e hidrolisam uma grande variedade de beta-lactdmicos como
cefalosporinas, penicilinas, aztreonam e os carbapenémicos. Atualmente, elas sdao produzidas
simultaneamente com outras beta-lactamases, o que torna dificil a identificagdo da enzima por
métodos apenas fenotipicos. As KPCs foram pela primeira vez encontradas em Klebsiella
pneumoniae, sendo que o gene blaxkpc pode ser localizado em plasmideos moveis.
Atualmente, o gene blagpc tem sido identificado em outras espécies como Klebsiella oxytoca,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii,
Enterobacter spp , Serratia spp, € Salmonella (Bush & Jacoby, 2010; Cai et al 2008;
Dienstmann et al., 2010; Nogueira ef al., 2009).

A enzima tipo KPC pertencente a classe A de Ambler, que hidrolisa os carbapenémicos,
foi assim denominada de KPC-1 por ter ocorrido pela primeira vez na bactéria Klebsiella
prneumoniae. Mais tarde outras enzimas foram descritas, a KPC-2 ¢ a KPC-3. Posteriormente,
estudos moleculares demonstraram que por erros de sequenciamento, a KPC-1 e a KPC-2
eram a mesma variante, sendo assim, eliminada da nomenclatura a variante KPC-1 (Rapp et
al., 2012). Inicialmente, a KPC-1 diferenciou-se da KPC-2, porque apresentava na posigédo
175 um aminoacido que ¢ a serina, sendo que a KPC-2 apresentava na mesma posigdo um
aminoacido que ¢ a glicina. Mais tarde esta diferenga foi corrigida confirmando-se que KPC-1
e KPC-2 possuiam a mesma estrutura (Yigit et al., 2008). A KPC-3 difere-se da KPC-2
apresenta na posi¢do 272 a histidina enquanto que a KPC-1 ¢ a KPC-2 apresentam a tirosina.
Os genes que codificam essas enzimas podem ser tanto cromossomais assim como
plasmidiais (Hossain et al., 2004) .

Atualmente, existem 21 variantes de KPC (KPC-2/KPC-22)

(http://www.lahey.org/Studies/other.aspi#tablel), sendo que cada variante difere uma da outra

pela substituicdo de 3 aminodcidos (Rapp et al, 2012). A variante KPC-2 tem sido
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identificada em K. pneumoniae, K. oxytoca, Salmonella enterica e em Enterobacter spp.
KPC-3 tem sido identificada em K. pneumoniae € Enterobacter cloacae.

A enzima KPC ¢é codificada pelo gene blakpc, cuja disseminagdo geografica e entre
espécies, tem sido favorecida pela sua localizagdo no transposon Tn4401 (figura 6), o qual €
frequentemente associado ao Tn/331, um transposon contendo blapxa9 € blatem.1 (Correa et
al.,2013; Cury et al., 2012; Cuzon et al., 2011; Naas et al., 2008; Rice et al., 2008).

O transposon Tn4401, é um elemento genético que é capaz de se inserir em plasmideos
de bactérias gram-negativas. Plasmideos portadores de blaxpc sdo muitas vezes associados
com determinantes de resisténcia para outros antibidticos e mesmo outros genes codificando
beta-lactamase de amplo espectro como CTX-M (Arnold et al., 2011; Cai et al., 2008;
Dienstmann et al., 2010; Raghunathan et a/, 2011; Rossi & Andreazzi, 2005).

blaee  1SKpne

Figura 6- Desenho esquemdtico do transposon Tn4401. O posicionamento das setas indica a diregdo da
transcrigdo dos genes, apresentando duas sequéncias repetidas invertidas esquerda (IRL) e direita (IRR), gene
que codifica a resolvase (tnpR), gene que codifica a transposase (tnpA4), ISKpn7 que ¢ a sequencia de inser¢éo
montante (Ist4 e IstB) do gene blagpc.,, gene blagpc, € 0 ISKpné que € o gene de insergéio a jusante do gene

blagpc, (Adaptado de Cuzon et al., 2011).

A resisténcia a antibidticos carbapenémicos mediada pela enzima KPC em
enterobactérias tem emergido mundialmente contribuido para o aumento das infecgdes
hospitalares, sendo o principal mecanismo de resisténcia aos beta-lactimicos em espécies
como K. pneumoniae, e constituindo um dos principais problemas no tratamento de infecgdes
causadas por bactérias gram-negativas. Como resultado, existe atualmente um crescente
aumento nas infec¢des causadas por gram-negativos para 0s quais ndo existem opgdes

terapéuticas adequadas (Bratu et al., 2005; Castro et al., 2009; Meyer & Picoli, 2011).
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1.15 Metalo- p-lactamases

As Metalo- B-lactamases sdo carbapenemases que pertencem a classe B de Ambler
(tabela 1) e diferem das outras carbapenemases pela utilizagdo do zinco no sitio ativo para
facilitar a hidrdlise. Estas carbapenemases sdo encontradas em espécies de Pseudomonas ¢
muito raramente ocorrem em enterobactérias. Variantes VIM e IMP sdo metalo-beta-
lactamases mundialmente encontradas em espécies da familia Enterobacteriaceae. Degradam
todos os beta-lactdmicos, sendo que in vitro ndo degradam o aztreonam, sendo inibidas pelo
EDTA e pelo 4cido 2-mercapopropidénico (Meyer & Picoli, 2011).

Em 2009, uma nova carbapenemase foi descoberta a NDM (New Deli Metalo beta-
lactamase) que foi primeiramente encontrada em um isolado de Klebsiella pneumoniae, num
paciente na suiga, que havia recebido cuidados médicos na [ndia e ndo tardou a ser
reconhecido como um importante mecanismo de resisténcia em Enterobacteriaceae no Reino

Unido (Yong et al., 2009).

1.16 Disseminag¢io da enzima KPC

A enzima KPC foi identificada pela primeira vez em 1996, em Klebsiella pneumoniae,
na Carolina do Norte, Costa Leste dos Estados Unidos, dai o nome recebido, mas a descrigdo
da enzima em isolados de Klebsiella pneumoniae foi publicado apenas em 2001. Rapidamente
essa enzima disseminou-se para vérios pafses a nivel mundial, como Israel, China e Grécia. A
Colémbia, em 2006, foi o primeiro pais do continente sul americano, a registar a ocorréncia
de casos de KPC-2, em isolados de Klebsiella pneumoniae (Beirdo et al., 2011; Tsakris et al.,
2009).

1.17 Dissemina¢io da enzima KPC no Brasil

 Até ao ano de 2005 a distribuicdo geografica da enzima KPC se circunscrevia apenas a
costa leste dos Estados Unidos. A enzima KPC carbapenemase disseminou-se rapidamente, a
maioria pertencente ao clone ST258 e recentemente, tornou-se umas das preocupagdes
emergentes quanto a satide publica mundial. No Brasil, a primeira ocorréncia de KPC, deu-se

em Sio Paulo em 2005. Em 2007 foram detectados casos em Recife € em 2008 no Rio de
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Janeiro tendo-se disseminado rapidamente por quase todo o territério brasileiro (Beirdo et al.,
2011; Cely et al., 2011, Tsakris et al., 2009).

No Brasil, bactérias produtoras de carbapenemases foram registradas pela primeira vez
em 2005, mas somente em 2011 elas passaram a causar surtos mais graves no pais (figura 1)
(Chang et al., 2013; Cotrim et al., 2012; Pavez et al., 2009). O primeiro surto de infecgdo
nosocomial por KPC ocorrido em 2009, descrito num hospital brasileiro foi reportado em

2011 (Cely et al., 2011).

Figura 7- Mapa do Brasil mostrando a distribuigio de bactérias produtoras de KPC. Os dados
foram extraidos a partir de um levantamento no SciFinder (https://scifinder.cas.org), PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) e Scielo (http://www.scielo.org/) (2005-2013) (Pereira
et al., 2013; Menezes et al., 2013; Fehlberg et al., 2012, Almeida et al., 2012; Cabral et al.,
2012 ; Jacome et al., 2012; Andrade et al., 2011; Seki et al., 2011; D'Alincourt et al., 2010;
Monteiro et al., 2009; Pavez et al., 2009; Peirano et al., 2009; Zavascki et al., 2009).

1.18 B-lactamases na Africa

Espécies da familia Enterobacteriaceae, com fenétipo MDR, tém sido identificados em

uma grande diversidade de ecossistemas a nivel mundial, causando diversos problemas na
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medicina humana e veterindria. Genes de resisténcia podem facilmente se propagar do homem
para o animal e vice e versa servindo-se de varios meios de transferéncia de genes vertical ou
horizontal (Albrechtova et al., 2014). Animais domésticos vivendo em paises tropicais em
desenvolvimento sdo um indicador de organismos de patdgenos microbianos desde que
compartilham o ambiente ¢ a fonte de agua com as comunidades humanas e, a0 mesmo
tempo, disputam alimentos em areas de residuos humanos, incluindo a defecacio zonas livres
(Albrechtova et al., 2014).

Infec¢des causadas por ESBLs tém sido associadas a altas taxas de mortalidade. Africa
¢ um continente em que os problemas de resisténcia antimicrobiana ndo foram profundamente
pesquisados, devido aos baixos recursos financeiros disponiveis. A falta de medicamentos em
muitos paises africanos leva a que muitas doengas sejam negligenciadas e ndo tenham o
tratamento adequado, sendo que, a prevengdo de infecgdes em paises africanos, torna-se vital
para o melhoramento do sistema de saude. Tem se observado uma rapida disseminacdo da
resisténcia aos antibiodticos, o que representa uma imensa ameaga para os sistemas de saude.

O tratamento antibidtico adequado das doengas infecciosas é muitas vezes dificultado
por restrigbes financeiras. Na Africa este problema ¢ agravado pelo fraco e inadequado
controle de infec¢des, devido a falta de higiene, falta de recursos, constrangimentos
estruturais, insuficientes dados sobre o controle da vigilancia epidemioldgica e a falta de
consciéncia sobre as infe¢des hospitalares. Uma pesquisa mais aprofundada poderia dar um
conhecimento geral, talvez mais completo de casos de bactérias MDR nos paises africanos.
Esta pesquisa poderia ser util para o caso de se prevenir as infec¢des relacionadas aos
cuidados de satde, de modo a que se programem melhorias na pratica clinica no que concerne
a antibiotecoterapia adequada (Scherbaum et al., 2014; Tansarli et al.,2014).

Em paises desenvolvidos, a infec¢do urindria, constitui uma das principais causas de
infecgdes hospitalares. Enquanto nos paises em desenvolvimento, as intervengdes cirirgicas
sdo as principais fontes de infec¢des hospitalares, numa taxa de 1.2% a 23.6% de todas as
intervengdes cirirgicas sendo que Staphylococcus aureus (20%), Escherichia coli (18%) e
outras enterobactérias sdo agentes patogé€nicos comuns. Uma proporgdo crescente de
infec¢des hospitalares podem ser atribuidas a bactérias gram-negativas multi-resistentes. Em
um estudo recente na Tanzénia, a infec¢do de sitio cirurgico (ISC) foi detectada em 65
(26,0%) pacientes, dos quais 56 (86,2%) e 9 (13,8%) tiveram superficial ¢ profunda SSI
respectivamente. Entre 65 pacientes com SSI clinica, 56 (86,2%) teve cultura aerdbica
positiva. Isto foi seguido por Escherichia coli 14/56 (25%) e Klebsiella pneumoniae 10/56
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(17,9%). Entre os isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae 9 (64,3%) e oito
(80%) produziram ESBL respectivamente. Na Nigeria, um estudo publicado descreveu que
taxa de infec¢do hospitalar em pacientes internados colonizados por bactérias produtoras de
ESBL atinge 31% .

Estudos feitos por Scherbaum (2014), identificaram 14 cepas de Escherichia coli (36%)
e 6 cepas de Klebsiella pneumoniae (50 %) produtoras de ESBL, sendo que em estudos na
Tanzinia, Gana, Camardes ¢ Sudido, foram encontrados resultados similares (Scherbaum et
al.,2014).

Outra pesquisa sobre a incidéncia de ESBL em Africa foi exaustivamente feita por
Tansarli (2014); na qual ele se baseou em 26 trabalhos (409.215 isolados) realizados em 13
paises africanos. Os isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, sdo os isolados
bacterianos mais predominantes como produtores de ESBL, em estudos feitos na Africa. A
propor¢do de casos de Enterobacteriaceae produtores de ESBL ainda ndo atingiu niveis
alarmantes, mas nfo se pode negligenciar. Baseando-se no indice de desenvolvimento
humano, paises com alto indice (Algéria e Tunisia), 4 estudos foram realizados (1.118
isolados de enterobacteriaceae). No Egito, Marrocos e Africa do Sul, paises com um indice
de desenvolvimento humano médio, 10 estudos foram reportados 403.737 isolados de
enterobacteriaceae. Paises com baixo indice de desenvolvimento humano (Ruanda, Quénia,
Nigéria, Reptblica Centro Africana, Benin, Senegal, Malawi e Tanzania), foram realizados 12
estudos sendo reportados 4360 isolados de Enterobacteriaceae.

Albrechtova e colaboradores (2014) pesquisaram pela primeira vez a ocorréncia de
ESBL num pais africano de expressdo portuguesa, a Angola. O clima tropical quente e imido
conduz a sobrevivéncia e a proliferagdo de bactérias, o que leva a acumulagdo de genes de
resisténcia dentro da microbiota normal gastrointestinal de animais domésticos (cies). Altas
taxas incluindo determinantes de resisténcia de PMQR ou ESBL foram anteriormente
reportadas em Escherichia coli obtidas de cdes de pastores nomades no nordeste do Quénia
(Scherbaum et al., 2014; Tansarli et a., 2014).

Um estudo sobre a produgio de carbapenemases do tipo KPC na Africa do Sul foi feito
por Brink e colaboradores, identificando pela primeira vez a presen¢a de Klebsiella
pneumoniae ¢ Enterobacter cloacae produtores de KPC-2 (Brink et al., 2012a). Estudos
anteriores (Elliott, et al, 2006; Segal & Elicha, 2006) ja tinham descrito a Klebsiella
pneumoniae com reduzida susceptibilidade aos carbapenemicos devido a presenga de CTX-M
(ESBL) conjugado com a perda de porinas.
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Em Quénia e no Marrocos, foi reportada a produgdo NDM (New Delhi metallo-beta-
lactamase) em Klebsiella pneumoniae (Poirel et al., 2011).

E de caréter urgente que se fagam pesquisas mais profundas em paises africanos, que
irdo contribuir para que se entenda o mecanismo de resisténcia bacteriana aos antibidticos, de
modo a implementar estratégias para a prevenir as infec¢des relacionadas aos cuidados de
saide e que se possa programar melhorias na pratica clinica no que concerne a
antibiotecoterapia adequada (Albrechtova, et al., 2014; Scherbaum et al., 2014; Tansarli et al.,
2014).

Assim, além dos objetivos propostos, o presente projeto, visou contribuir com a
formacgdo cientifica e académica, no tema da resisténcia bacteriana, de uma Professional de
Mogambique para poder desenvolver esta linha de pesquisa no pais de origem, estabelecendo

uma colaboragdo com o grupo de pesquisa no Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Caracterizar a produgdo carbapenemases do tipo KPC em Enterobactérias de origem
clinica, utilizando métodos fenotipicos € moleculares, e investigar a relacdo clonal dentro das

espécies.

2.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar o perfil de suscetibilidade aos antibidticos comercialmente disponiveis,
contra enterobactérias produtoras de carbapenemases.

2. Caracterizar fenotipicamente a produ¢do de carbapenemases em Enterobactérias do
grupo CESP e ndo CESP.

3. Caracterizar genotipicamente a producdo de carbapenemases em Enterobactérias do
grupo CESP e ndo CESP.

4. Identificar variantes génicas do gene blaxpc.

5. Investigar a co-produ¢do de ESBLs em Enterobactérias do grupo CESP e ndo CESP.

6. Avaliar a atividade, in vitro, de fosfomicina e tigeciclina contra Enterobactérias do
grupo CESP e ndo CESP produtoras de KPC.

7. Identificar o mecanismo de resisténcia a fosfomicina em Enterobactérias do grupo
CESP ¢ ndo CESP produtoras de KPC.

8. Estudar a relagdo clonal dos isolados produtores de KPC.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras bacterianas e identifica¢ao

Foram estudadas 38 isolados clinicos (tabela 3 e 4), recuperados de pacientes colonizados
e/ou apresentando infec¢do urindria, pneumonia e bacteremia, em trés centros médicos de trés
diferentes regides do Brasil: Amazénia (3), Minas Gerais (32), Mato Grosso (3). E importante
enfatizar que o presente estudo no teve uso de pacientes nem animais de experimentagdo. As
cepas bacterianas estudadas correspondem a uma colegdo de uma bacteridteca de cepas
previamente isoladas e identificadas por laboratdrios clinicos que trabalham em colaboragéo.
Assim, a presente pesquisa foi restrita a analise bacteriologico de cepas.

A identificagdo bacteriana das espécies com suspeita de produgdo da enzime
carbapenemase do tipo KPC, previamente realizada pelos laboratérios colaboradores, foi
confirmada por MALDI-TOF (Bruker Daltonics). Como controle para os ensaios fenotipicos,
foi utilizada a cepa de Escherichia coli ATCC 25922®, e cepas previamente sequenciadas
quanto a genes de resisténcia, pertencentes a colecdo do laboratério do nosso grupo de

pesquisa.

3.2 Condig¢oes de Cultivo

Os isolados e as cepas de referéncia foram semeadas em 2 ml de caldo BHI (Merck,
Darmstad-Alemanha) e incubadas a 37°C durante 18 a 20 horas, sob agitagdo constante em
agitador rotativo (modelo CT-712 RN, Cientec, Piracicaba, Brasil) a 150 rpm. Em seguida, os
isolados foram semeados na superficie de 4gar MacConkey® (Merck, Darmstadt-Alemanha),
usando o método de esgotamento, para que se obtivessem coldnias isoladas e posteriormente
submetidas a incubagdo a 37°C em estufa bacteriologica (modelo 002-CB, Fanem, SP, Brasil)
durante 24 horas. As colonias provenientes dessa semeadura foram utilizadas para a extragio
de DNA total bacteriano e para preservagdo a -20°C e -80°C em glicerol 20% e soro fetal

bovino, e em temperatura ambiente em TSA 1%.

24



Tabela 3- Caracteristicas das Enterobactérias do grupo CESP.

Numero/Estado’ Espécie Sexo do Unidade Amostra clinica Data de
paciente [solamento
76/MG Enterobacter aerogenes M - Aspirado traqueal 08/05/2011
77MG Enterobacter aerogenes F Unidade Coronaria Zaragatoa perineal 12/05/2011
79/MG Enterobacter aerogenes F CTI Zaragatoa nasal 18/05/2011
81/MG Enterobacter aerogenes F CTl Zaragatoa perineal 21/05/2011
82/MG Enterobacter aerogenes F CTI Zaragatoa perineal 02/06/2011
86/MG Enterobacter aerogenes M CTI Zaragatoa nasal 04/07/2011
91/MG Enterobacter aerogenes F CTI Zaragatoa perineal 05/07/2011
93/MG Enterobacter aerogenes M CTI Zaragatoa perineal 04/07/2011
94/MG Enterobacter aerogenes M Pronto Atendimento Zaragatoa perineal 08/07/2011
97/MG Enterobacter aerogenes F CTI Zaragatoa axilar 08/07/2011
98/MG Enterobacter aerogenes F CTI Aspirado traqueal 15/07/2011
99/MG Enterobacter aerogenes M Unidade Coronaria Liquido pleural 04/08/2011
100/MG Enterobacter aerogenes F - Secregdo abdominal 29/07/2011
50/MG Enterobacter cloacae F - Urina 06/09/2010
111I/MT Enterobacter cloacae F UTI Fezes 26/02/2013
170/MG Serratia marcescens F Obstetricia Hemocultura 21/01/2013
L75/MG Serratia marcescens F Cardiovascular Zaragatoa nasal 18/01/2013
176/MG Serratia marcescens - Urologia Zaragatoa nasal 18/01/2013
177/MG Serratia marcescens F Unidade Neonatal Zaragatoa perineal. 18/01/2013
178/MG Serratia marcescens M Unidade Neonatal Hemocultura 02/02/2013
180/MG Serratia marcescens M Clinica médica Urina 07/02/2013
181/MG Serratia marcescens M Transplante figado Hemocultura 07/02/2013
182/MG Serratia marcescens M Clinica médica Zaragatoa perineal 08/02/2013
184/MG Serratia marcescens - Neonatologia Hemocultura 15/02/2013
185/MG Serratia marcescens M Cardiovascular Secre¢do traqueal 16/02/2013
186/MG Serratia marcescens M Clinica médica Urina 18/02/2013
187/MG Serratia marcescens M Hematologia Hemocultura 23/02/2013
56/MG Morganella morganii F CASAI Urina 15/09/2010
107/AM Morganella morganii M CASAI Urina 23/01/2013

' MG, Minas Gerais; AM, Manaus; MT, Mato Grosso.

2 CASAL, casa de saude do indio (ambulatério)
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Tabela 4- Caracteristicas das Enterobactérias do grupo ndo CESP.

Sexo do
Numero/Estado’ Espécie paciente Amostra clinica Data de isolamento
1/MG Escherichia coli F Secregdo de ferida operatdria 28/11/2008
2/IMG Escherichia coli F Secregdo de ferida operatdria 28/11/2008
22/MG Escherichia coli M Zaragatoa retal 09/01/2010
29/MG Escherichia coli F Urina 11/03/2010
110/AM Escherichia coli F Urina 23/01/2013
113/MG Proteus mirabilis F Hemocultura 23/11/2010
101/MT Klebsiella pneumoniae F Aspirado traqueal 14/11/2012
109/MT Klebsiella pneumoniae F Aspirado traqueal 23/02/2013
106/AM Klebsiella oxytoca M Urina 23/01/2013

' MG, Minas Gerais; AM, Manaus; MT, Mato Grosso.

3.3 Preparo dos indculos bacterianos

Inéculos bacterianos padronizados (1 x 10® UFC/mL) foram preparados a partir do

cultivo dos isolados em 2 mL de caldo BHI®, em agitador rotativo a 150 rpm, 37°C, durante

18 a 20 horas. Em seguida, 50 pL desse cultivo foram transferidos para 2 mL de caldo

Miieller-Hinton® (Acumedia, Lansing, MI - USA) e incubados a 37°C em agitador rotativo a

150 rpm, durante 4 a 5 horas, fase de crescimento exponencial da bactéria. A turbidez da

cultura foi ajustada para a escala 0,5 de McFarland, confirmada através da leitura da

absorbancia entre 0,08 e 0,1 dos tubos contendo a suspensdo bacteriana, em espectrofotdmetro

(modelo 97980P, Quimis, Brasil), a um comprimento de onda de 625 nm. Este método de

cultivo foi utilizado para todos os testes fenotipicos.

3.4 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de resisténcia aos antibacterianos (quinolonas, beta-lactdmicos, tetraciclinas,

sulfas, aminoglicosideos, tigeciclina e fosfomicina) foi caracterizado fenotipicamente por
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métodos qualitativos (Kirby-Bauer) e quantitativos (CIM, concentrag@o inibitéria minima)
(CLSI, 2012; 2013). Para facilitar a analise dos resultados, valores de resisténcia intermediaria

foram considerados resistente.

3.4.1 Teste de disco difusido

O teste de disco difusdo consiste em utilizar discos de antimicrobianos especificos para
este tipo de analise dispostos em placa de Petri contendo o isolado distribuido de maneira
uniforme sobre o agar Miieller-Hinton, mantendo em estufa de incubagdo a 37°C por 24
horas. Os pardmetros utilizados para interpreta¢io dos halos de inibigdo foram obtidos através
da padronizagdo do CLSI M100-S23, 2013. Os discos utilizados foram: amoxicilina + &cido
clavulanico (30 pg), cefotaxima (30ug), ceftriaxona (30pg), ceftazidima (30ug), cefepima
(30ug), cefoxitina (30ng), amicacina (30pg), gentamicina (10ug), fosfomicina (200ug),
sulfametoxazol + trimetoprim 25 (ug), ciprofloxacina (5ug), ertapenem (10pg), imipenem
(10ung), meropenem (10ug), e tigeciclina (10png) da marca Cefar (Cefar diagndstico do
Brasil).

3.4.2 Teste de diluicio em agar para determinagio da CIM

Para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), os agentes antimicrobianos
foram testados em uma faixa de concentra¢do entre 0,03 — 512 pg/ml conforme as
especificagdes do CLSI. Foi estimado o volume da concentragdo estoque do antibidtico. As
dilui¢des seriadas foram realizadas a partir de uma solugdo estoque em tubos contendo 19 ml
de agar Mieller-Hinton (Merck, Darmstadt- Alemanha) previamente esterilizados e
estabilizados a uma temperatura entre 45 — 50° C. Uma vez estabilizados, 1 ml da solu¢do do
antimicrobiano com concentragdo 20 vezes superior para cada diluigfo testada foi adicionada
aos 19 ml de agar Miieller-Hinton. Apds homogeneizagdo, o conteudo foi depositado em
placas de Petri estéreis de 90x15mm.

Para a determinag¢do do CIM para a fosfomicina, fez-se a dilui¢do em agar
Miieller-Hinton suplementado com de glicose-6-fosfato uma concentragéo de 25 ng/ml

que ajuda a absorver a fosfomicina (CLSI, 2013).
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Para a determinacdo da CIM para a tigeciclina, usou-se o ponto de corte para
Enterobacteriaceae, recomendada pela US Food and Drug Administration (CIM: S<2e
R> 8 mg/L; halo de inibi¢do: S> 19 ¢ R< 14 mm) (Brink et al., 2012b), ou utilizando o
critério de interpretagdo do EUCAST (Enterobacteriaceac CIM: S< 1 ¢ R> 2 pg/mL;
halo de inibigdo E. coli: S> 18 e R< 15 mm) (http://www.eucast.org/).

Para cada amostra, 10 pul de cultura crescida 18 a 24 horas foram cultivadas em 2 ml
de caldo MH e incubadas a 37° C durante 2-3 horas para atingir uma turbidez equivalente a
0,5 na escala de MacFarland, na fase de crescimento exponencial da bactéria. A seguir, o
inéculo foi diluido 1:10, e 300 pl dessa suspensdo foram transferidos para o
replicador/inoculador de Steers®. Desse modo, 100 a 300 pl de cada amostra foram
inoculados simultaneamente em placas de dgar Miieller-Hinton (com e sem antibacteriano) e
incubadas por 18-24h. A CIM foi definida pela concentra¢do menor do antimicrobiano que
tem a capacidade bloquear ou inibir o crescimento bacteriano e foi interpretada de acordo com
os critérios de sensibilidade estabelecidos pelo CLSI para a familia Enterobacteriaceae (CLSI,

2013).

3.5 Teste de Hodge modificado

O Teste de Hodge modificado foi utilizado para a verificagdo da presenga de
carbapenemases. A execucdo do teste foi similar ao antibiograma convencional, realizado em
agar Miueller-Hinton. Inicialmente foi feito o preparo de uma suspensio da cepa Escherichia
coli ATCC 25922 correspondente a 0,5 da escala de McFarland, e posteriormente foi feita
uma diluicdo 1:10 em soro fisioldgico estéril. Em seguida, com auxilio de um swab foi
inoculada esta dilui¢do na superficie da placa de agar Miieller-Hinton. No centro do meio de
cultura, foi colocado um disco de ertapenem (10 pg). Ao redor deste disco foram feitas estrias
com as amostras suspeitas até a borda da placa de Petri, com o cuidado para nio tocar o disco
de beta-lactamico. Posteriormente, as placas foram incubadas & incubagdo a 37°C, em estufa
bacteriologica, por 18 horas. O teste foi considerado positivo quando houve distor¢do no halo
de inibigcdo da cepa ATCC, decorrente da produgdo de carbapenemase pela cepa avaliada

(CLSI, 2012; 2013).
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3.6 Teste do acido fenil boronico (APB)

O teste do acido fenil bordnico (APB) ¢ utilizado para confirmar a produgdo de enzimas
do tipo KPC carbapenemase, uma vez que o APB é um bloqueador enzimatico (Tsakris et al.,

2008).

Preparou-se uma suspensdo bacteriana ¢ ajustou-se a escala 0,5 McFarland. Apos
umedecer 0 swab, com a respectiva suspengdo, eliminou- se o excesso, espalhou-se em uma
placa de dgar Mieller-Hinton, em forma de estrias uniformes. Depois se impregnaram discos
de meropenem (10 pug) e ertapenem (10 ug) com e sem Acido fenil bordnico, EDTA e
oxacilina e também com discos de ertapenem sem nenhum aditivo (Figura 8.). Levou-se a
placa para a estufa bacterioldgica, a incubar por 24 horas. Foram considerados produtores de
KPC, os isolados bacterianos com diferenga de didmetro >5 para um dos substratos

(imipenem ou meropenem) apenas com APB (ANVISA, 2013).

. Sem aditivo

) Cloxaciina 10 pl de solugdo 75 mg/m!

@ Acido fenibordnico 10 pi de solugdo
40 mg/ml

. D EDTA 10 il de solucdo 0.1 14

Figura 8- Esquema representando a disposigfo dos discos de antimicrobianos na placa de dgar Miieller-Hinton

para a pesquisa de carbapenemases (Adaptado da ANVISA, 2013).
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3.7 Detecc¢iio Fenotipica de B-lactamases de espectro estendido (ESBL)

O teste de disco difusdo em agar foi realizado para pesquisar a presen¢a de enzima
ESBL nas enterobactérias. Foram usados os antibidticos ceftriaxona (30 pg) ceftazidima (30
ug), cefotaxima (30 nug), e aztreonam (30 pg) com o inibidor 4cido clavulanico (30pg), para
verificar a formag¢do de sinergismo ou da zona fantasma entre o disco da amoxicilina mais o
acido clavulanico e o halo dos discos das cefalosporinas € ou aztreonam (Jarlier et al., 1998).
Foi também pesquisada a presenga da enzima ESBL utilizando como indicador o crescimento

no meio seletivo CHROMagarTM ESBL (Probac®) (tabela 3) (Dalmarco et al., 2006).

3.8 Extracao de DNA total bacteriano

O DNA de todas as cepas resistentes foi extraido pelo método de fervura (Chapman er
al., 2001). A partir de um isolado bacteriano semeado em caldo Mieller-Hinton e mantido por
18 a 24 horas em agitador rotativo a 36°C, aliquotas de 2 ml de cultura bacteriana foram
submetidas a centrifugacio durante 1 minuto a 14000 rpm a 4°C. O precipitado obtido foi
ressuspendido em 100ul de agua Milli-Q estéril e submetido a fervura por 10 minutos e
posteriormente mantido em banho de gelo por 5 minutos. Finalmente, a suspensdo foi
centrifugada durante 15 minutos a 9000 rpm a 4°C e 100ul do sobrenadante contendo DNA
foi transferido para um novo microtubo estéril para armazenamento a -20° C. Para controle
intcrno da cxtragdo, as amostras de DNA obtidas foram submetidas & PCR para pcsquisa da

subunidade de DNA ribossomal 16S.

3.9 Determinagao de genes de resisténcia aos antibiéticos por PCR

A confirmagdo genotipica de B-lactamases do tipo KPC e ESBL foi realizada pela
técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers especificos para
detec¢do de cada gene (tabela. 5). As reagdes de amplificagdo foram realizadas com volume
final da reagdo 50pl contendo: 100ng DNA; 10X PCR buffer [Tris-HCI (pH 8,4), 50mM KClI]
(Fermentas, USA), 1,5mM MgCl, (Fermentas); 200uM de cada dNTP (Fermentas); 25pmol

de cada iniciador, e 1U de Taq DNA polimerase (Fermentas).
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Os experimentos foram realizados no termociclador da marca Mastercycler. A
amplificagdo para cada gene ocorreu nas seguintes condigdes: desnaturagdo a 94°C por 5
minutos; 30 ciclos de 94°C por | minuto, anelamento por | minuto, obedecendo a temperatura
de cada par de primer (tabela 5); e 72°C por | minuto para extensdo; seguido de um passo de
extensdo final de 72°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram avaliados por eletroforese
em gel de agarose 1%, utilizando tampdo TBE 1x (Tris Base 90 mM, 4cido bérico 90mM e
EDTA 20mM, pH 8,0). Como referéncia foi utilizado um marcador de DNA de peso
molecular de 100 bp (GeneRuler, #SM0321, Fermentas, Burlington, Canada). Os controles
positivos usados para cada reagdo de PCR utilizados, fazem parte da coleg¢@o do laboratério.
Apos eletroforese, o gel foi corado com GelRed™ (Biotium, Hayward, USA) e visualizado

sob luz ultravioleta.

3.10 ERIC-PCR

A analise de ERIC-PCR ¢ um método de tipagem baseado na amplificagio de
segmentos conservados presentes no DNA das Enterobactérias. As regidoes conservadas do
DNA das cepas em estudo foram amplificadas segundo a técnica de PCR. A reacdo ocorreu
nas seguintes condi¢des: etapa de desnaturagdo inicial a 94° C por 10 min; etapa de
amplificagdo com 30 ciclos de desnaturagdo a 94° C por 1 min, hibridagido a 52°C por | min,
extensdao a 72°C por 8 min; extensdo final a 72°C por 16 minutos. A visualizagdo dos
segmentos fo1 obtida por eletroforese em gel de agarose 1,5%. O dendrograma foi gerado com
ajustes de comparagdo do coeficiente de similaridade (Dice). Foi usado o método de andlise
de clusters (UPGMA), em um intervalo de otimizagio de 0% e tolerdncia de 1% (Cai et al.,

2008; Meacham ez al., 2003).

3.11 Sequenciamento

Para cada espécie da familia Enterobacteriaceae (£. coli, K. oxytoca, K. pneumoniae,
S. marcescens, M. morganii, E. cloacae, E. aerogenes e P. mirabilis), o produto de
amplificagdo do gene blaxpc e fosA2, foi purificado utilizando o kit GFX-TM PCR
(Amersham BioSciences UK Ltd.). As amostras foram mandadas sequenciar, no servigo de

sequenciamento genoma da Universidade de Séo Paulo. O resultado obtido, foi analisado no
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software Seqman versdo 7.2, comparadas com as sequencias disponiveis no banco de dados

GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) e depositadas no respectivo banco.

Tabela 5: Iniciadores especificos para determinantes de resisténcia*

Iniciador Gene alvo  Sequéncia do iniciador (5°-3”) Pb T(°C) Referéncia

KPC blayypc F. TATCGCCGTCTAGTTCTGCT 829 58 Este estudo’
R: CGTTGACGCCCAATCC

NDM blanpm F: GGTTTTGCGATCTGGTTTTC 54 56 Poirel et al., 2011
R:CGGATTGGCTCATCACGATC

IMP blapp F: GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 54 56 Azim et al, 2010
R:GGTTTAAYAAAACAACCACC Henriques et al., 2006

VIM blaym F: AGTGGTGAGTATCCGACAG 54 56 Miriagou et al., 2003
R: GAATGCGCAGCACCAGGAT Wozniak et al., 2012

ESBL blargm F: ATGAGTATTCAACATTTCCGG 860 56 Hosoglu, et al., 2007
R: TACCAATGCTTAATCAGTGAG

ESBL Blagyy F: ATGCGTTATATTCGCCTGTG 860 57 Minarini, et al., 2007
R: GTTAGCGTTGCCAGTGCCG

ESBL blacrxm F: CGCTTTGCGATGTGCAG 550 56 Bonnet, et al., 2001
R: ACCGCGATA TCGTTGTG

ESBL blactxm-2 F: ATGATGACTCAGAGCATTCG 865 52 Park et al., 2005
R: TGGGTTACGATTTTCGCCGC

ESBL blacrxm-s F: CTGGAGAAAAGCAGCGGGGG 320 55 Minarini, et al., 2007
R: ACCCACGATGTGGGTAGCCC

ESBL blacrxmas F: CACACGTGGAATTTAGGGACT 995 56 Muzaheed, et al., 2008
R: GCCGTCTAAGGCGATAAACA

FOS A2 fosA2 F: TCAACCATCTGACCCTCGCGGT 127 57 Este estudo’
R: ACCCACAGATCGCCGCAGGTAA

FOS A fosA F: TCAACCATCTGACCCTCGCGGT 391 57 Este estudo’
R: ACCATGCCCGCATAGGGCTTCT

FOS A3 fosA3 F: GTGGCTGTGCTTGTCGCTGGAT 270 57 Este estudo’
R: ACCATCCCCTTGTAGGGGCGTT

FOS C2 JosC2 F: TCCGCTGGGATAGTGGGGCATA 220 57 Este estudo’
R: TGGCCGTCAGGATCGAGCAAGT

FOS 1 fosl F: TAGCCGTGTTGACGGTGAGGGT 102 57 Este estudo’
R: TACCGGACAAGGCGCTGCTCTA

FOS C fosC F: ACGTACGCTGGGATAACGGTGC 251 57 Este estudo’
R: TAACGAGCCGCTATGCGCTTCT

FOS E fosE F: ACCTCTCGCGCATGACCACCTT 331 57 Este estudo’
R: AATGTGCCGGTGTGCAGCTCAA

FOSF fos F F: TCGCTTTCAGTGTCCGCGAAGG 163 57 Este estudo’
R: CGAGTGGCCAGTGTTCCGCAAT

FOSK fos K F: AAGCCGGGGTTGAGGAGTGGAA 84 57 Este estudo’
R: GCTCAATGCGATGGCCGTTTGG

ERIC-2 ERIC! AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - 52 Versalovic et al., 1991

* bla, gene B-lactamase; pb, Pares de bases; T(°C), Temperatura de anelamento em graus Celsius.

! Enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) sequences.

? Desenhados ¢ cedidos gentilmente pela Doutora Ménica Pavez (FCF-USP; Universidade de la Frontera, Chile).

? Desenhados e cedidos gentilmente pelo Professor Jorge M. Sampaio (FCF-USP)
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4. RESULTADOS

4.1 Perfil de susceptibilidade

4.1.1 Antibiograma

Os isolados estudados foram identificados por MALDI-TOF como enterobactérias
pertencentes ao grupo CESP (Enterobacter aerogenes n= 13, Enterobacter cloacae n=2,
Serratia marcescens n=12, Morganella morganii n=2) ¢ ndo CESP (Escherichia coli n=35,
Klebsiella pneumnoniae n=2, Klebsiella oxytoca n =1, Proteus mirabilis n=1)

No presente estudo, 27/29 (93%) das cepas pertencentes ao grupo CESP apresentaram
perfil de multiresisténcia, enquanto que 9/9 (100%) das enterobactérias do grupo ndo CESP
foram multirresisténtes (Magiarakos et al., 2012).

O perfil de susceptibilidade e a porcentagem de resisténcia aos antimicrobianos dos
isolados clinicos, avaliados através do método de difusdo do disco sdo apresentados nas
tabelas 6, 7 e 8.

Todos os isolados estudados apresentaram resisténcia para cefalosporinas de amplo
espectro, isto é: cefotaxima (94,7%); ceftriaxona (86,8%); ceftazidima (89,4%); cefepima
(86,8%); cefoxitina (86,8 %); amoxicilina/clavulanico (94,7%); amicacina (86,8%); gentamicina
(57,84%); STX (60,5%); ciprofloxacina (84,2%); ertapenem (89,47%); imipenem (89,47%) e
meropenem (84,2%).

Para tigeciclina, 24/38 (63,2%) dos isolados apresentaram resisténcia, quando aplicado

o critério interpretativo do FDA para enterobactérias (http://www.eucast.org/).

Para fosfomicina, 4/38 (10,5%) dos isolados estudados apresentaram resisténcia,
quando aplicado o critério do CLSI (2013).

Para o grupo CESP (tabela 6), a resisténcia a amoxicilina/clavulanico foi de 96,6%;
Cefotaxima 93,1%, Ceftriaxona 86,2%,; Ceftazidima 89,6%; Cefepima 86,2 %; cefoxitina
96,6%, amicacina 93,1%; Gentamicina 62,2%), Ciprofloxacina 89,6; Ertapemem 89,6%;
Meropenem 89,6%; Imipenem 93%,; fosfomicina 89,6%; tigeciclina 69,0 %. As cepas de
Serratia marcescens, apresentaram sensibilidade para a sulfametoxazol-trimetoprim, enquanto

que 100% de resistencia foi confirmada para as restantes espécies do grupo CESP (tabela 8).
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S. marcescens também apresentou sensibilidade para fosfomicina, enquanto que a resisténcia
no restante das espécies do grupo CESP variou entre 7,7 -50% (tabela 6).

Para o grupo ndo CESP (tabela 7), a resisténcia a resisténcia a amoxicilina/clavulanico
foi de 88,8%; Cefotaxima 100%, Ceftriaxona 88,8%; Ceftazidima 88,8%; Cefepima 88,82 %;
Cefoxitina 55,5%; Gentamicina 33,3%; Sulfametoxazol Trimetropima 66,6%; Ciprofloxacina
66,6%; Ertapenem 55,5; Imipenem 66,6%; Meropenem 66,6%; Amicacina 66,6%;

fosfomicina 11,1% e Tigeciclina 44%.
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4.1.2 Concentragio Inibitéria Minima (CIM)

Para o grupo CESP, como observado na tabela 9a, todos os isolados de Serratia marcescens
apresentaram sensibilidade para a fosfomicina (CIMse= 8 pg/mlL), sulfametoxazol-trimetoprim
(CIMsp= 1/19 pg/mL) e gentamicina (CIMsg= 0,5 pg/mL), sendo resistentes para tigeciclina
(CIMso= 8 pg/mlL).

Os isolados de Enterobacter aerogenes (tabela 9b) apresentaram resisténcia a fosfomicina
(CIM;sp> 512 pg/mL) e sensibilidade a tigeciclina (CIMs¢=2 pg/mL).

No grupo ndo CESP (tabela 10), enquanto que as cepas de E. coli apresentaram sensibilidade
a tigeciclina (CIMsg= 0,25 pg/ml), uma cepa de Klebsiella pneumoniae (CIM= 4 pg/mL) e uma de
Proteus mirabilis (CIM= 16 pg/mL) apresentaram resisténcia.

Com relagdo a fosfomicina, enquanto as cepas de E. coli apresentaram sensibilidade a
fosfomicina (CIM= 1-16 ng/mL), as cepas de P. mirabilis e Klebsiella spp., exibiram resisténcia

(128 -> 512 pg/mL).

Tabela 9a- Concentragio inibitéria minima do grupo CESP.

CIM (pg/mL)*

Cepa  Espécie FOS>256 TIG>8 GEN2>16 SXT > 4/76
170 S. marcescens 8 8 0,5 1719
175 S. marcescens 16 8 0,5 1719
176 S. marcescens 8 8 0,5 1719
177 S. marcescens 8 8 0,5 1/19
178 S. marcescens 8 8 0,5 1719
180 S. marcescens 16 8 0,5 1719
181 S. marcescens 8 8 0,5 1/19
182 S. marcescens 8 8 0,5 1/19
184 S. marcescens 2 8 0,5 1/19
185 S. marcescens 8 8 0,5 1/19
186 S. marcescens 4 8 0,5 1/19
187 S. marcescens 8 8 0,5 1/19

* Fosfomicina (FOS); Tigeciclina (TIG); Gentamicina (GEN); Sulfametoxazole + Trimetoprim (SXT).
Para GEN e SXT foi utilizado o critério de interpretagao do CLSI (2012). Para FOS foi utilizado o critério
CLSI (2013) padronizado para £. coli (R> 236 pg/mL). Para FOS o critério interpretativo EUCAST é: R=
> 32 pg/mL (http://www.eucast.org/). Para TIG o critério interpretativo FDA é: S< 2; R> 8 pg/mL (Brink
et al., 2012b) e; o critério interpretagdo EUCAST é: S< 1; R> 2 pg/mL (http:/www eucast.org/).
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Tabela 9b- Concentragio inibitdria minima do grupo CESP.

CIM (pg/mL)*

Cepa  Espécie FOS*® TIG®
76 E. aerogenes >512 2
77 E. aerogenes >512 l
79 E. aerogenes >512 2
81 E. aerogenes >512 2
82 E. aerogenes >512 1
86 E. aerogenes >512 1
91 E. aerogenes >512 2
93 E. aerogenes >512 2
94 E. aerogenes >512 2
97 E. aerogenes >512 2
98 E. aerogenes >512 2
99 E. aerogenes >512 2
100 E. aerogenes 256 1
50 E. cloacae 16 l
It E. cloacae 8 4
56 M. morganii 64 2
107 M. morganii 256 4

* Fosfomicina (FOS); Tigeciclina (TIG).
* Critério CLSIT (2013) padronizado para E. coli (R > 256 pg/mlL). Critério EUCAST (R= > 32 pg/ml)

(http://www.eucast.org/).

® Critério interpretativo FDA: S< 2; R> 8 pg/mL (Brink ez al., 2012b). Critério interpretagao EUCAST: S< 1; R>

.2 pg/mL (http://www.eucast.o

rg/).

Tabela 10- Concentragdo inibitéria minima do grupo ndo CESP.

CIM (ug/ml)

_Cepa Espécie FOS>256  TIG>8

| Escherichia coli 16 0,125

2 Escherichia coli 1 0,25

22 Escherichia coli | 0,25

29 Escherichia coli 2 0,25

110 Escherichia coli 4 0,25

113 Proteus mirabilis 512 16

101 Klebsiella pneumoniae 256 2

109 Klebsiella pneumoniae  >512 4

106 Klebsiella oxytoca 128 |

* Fosfomicina (FOS); Tigeciclina (T1G). Para FOS foi utilizado o critério CLSI (2013) padronizado para

E. coli (R> 256 pg/mlL).

Para FOS o critério

interpretativo EUCAST ¢é: R> 32 pg/mL

(http://www.eucast.org/). Para TIG o critério interpretativo FDA €: S< 2; R> 8 pg/mL (Brink et al.,
2012b) e; o critério interpretagdo EUCAST é: S< I; R> 2 pg/mL (http://www.eucast.org/).
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4.2 Triagens de beta-lactamases

Tabela 11- Triagem de carbapenemases para enterobactérias do grupo CESP.

M¢étodo de triagem de beta-lactamases™

Cepa Espécie Hodge C.rescimento em ChromAgar@ KPC/ |
pigmentagdo caracteristica da produgdo de KPC
76 E. aerogenes + +/+
77 E. aerogenes + +/+
79 E. aerogenes + +/+
81 E aerogenes + ++
82 E. aerogenes + +/+
86 E. aerogenes + +/+
91 E. aerogenes + ++
93 E. aerogenes + +/+
94 E. aerogenes + +/+
97 E. aerogenes + +/+
98 E. aerogenes + +/+
99 E. aerogenes + +/+
100 E. aerogenes + +/+
50 E. cloacae + +/+
111 E. cloacae - +/-
170 S. marcescens + +/nd
175 S. marcescens - +/nd
176 S. marcescens + +/nd
177 S. marcescens + +/nd
178 S. marcescens + +/nd
180 S. marcescens + +/nd
181 S. marcescens + +/nd
182 S. marcescens - +/nd
184 S. marcescens - +/nd
185 S. marcescens + +/nd
186 S. marcescens + +/nd
187 S. marcescens + +/nd
56 M. morganii + +/nd
107 M. morganii - +/nd

. * (+) positivo; (-) negativo;' ChromAgar Crescimento sugestivo de isolado produtor de KPC: para

Enterobacter spp., +

espécies.

= col6nia azul metdlico; nd, caracteristicas de crescimento ndo definidas para estas
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No grupo CESP, 24/29 (82,7%) foram sugestivos como cepas produtoras de
carbapenemases pelo teste de hodge modificado (tabela 11) e 14/29 (48,2%) dos isolados,
identificados como Enterobacter spp., apresentaram crescimento positivo em CHROMagar
KPC, sugestivo da produgdo de KPC (Tabela 11).

A triagem de carbapenemases do tipo KPC usando o inibidor enzimatico APB, em
enterobactérias do grupo CESP (Tabela 13), foi positiva em 24/29 (82,75%) das cepas.

No grupo ndo CESP (tabela 12), 5/9 (55,5%) dos isolados foram sugestivos como
produtores de carbapenemases pelo teste de Hodge modificado, sendo que 6/9 (66,6%) das
cepas apresentaram crescimento positivo em CHROMagar KPC sugestivo da produgdo de
KPC. J4, a triagem de carbapenemases do tipo KPC usando APB, foi positiva para 4/9
(44,4%) das cepas (tabela 14).

Tabela 12- Triagem de carbapenemases para enterobactérias do grupo nio CESP.

Método de triagem de beta-lactamases*
Crescimento em ChromAgar® KPC/igmentag¢do
Teste de Hodge  caracteristica da produgio de KPC'

Cepa  Espécie

1 E. coli - -/-
2 E. coli + +/+
22 E.coli + +/+
29 E. coli + +/+
110 E. coli - -/-
106 K. oxytoca - -/-
113 P. mirabilis + +/+
101 K. prneumoniae - +/+
109 K. prneumoniae + +/+

* (+) positivo; (-) negativo;' ChromAgar Crescimento sugestivo de isolado produtor de KPC: (para E. coli, + =

coldnia cor de rosa; para Proteus spp., + = coldnia cor marrdo; para Klebsiella spp., + = colonia azul metalico).
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Tabela 13. Triagem de carbapenemases para enterobactérias do grupo CESP (ANVISA,
2013) *

Método de triagem de carbapenemases por disco difusdo (mm)’

Com Inibidor Sem Inibidor
Cepa Espécie APB EDTA CLOXA Interpretagao
IMI MER  IMI MER  IMI MER IMI MER ERT
76 E. aerogenes 14 16 8 10 6 6 6 6 6 KPC
77 E. aerogenes 14 16 6 10 10 10 6 6 6 KPC
79 E. aerogenes 10 16 6 6 6 6 6 6 6 KPC
81 E. aerogenes 16 18 12 10 6 6 6 6 6 KPC/MBL
82 E. aerogenes 12 16 6 10 6 6 6 6 6 KPC
86 E. aerogenes 14 16 6 10 6 6 6 6 6 KPC
91 E. aerogenes 12 14 6 6 6 6 6 8 6 KPC
93 E. aerogenes 16 18 6 8 14 12 6 10 6 KPC
94 E. aerogenes 14 18 6 10 6 6 6 6 6 KPC
97 E. aerogenes 12 16 6 6 6 6 6 6 6 KPC
98 E. aerogenes 14 18 6 10 6 6 10 10 6 KPC
99 E. aerogenes 14 16 6 10 6 6 10 10 6 KPC
100 E. aerogenes 16 20 6 14 12 16 12 16 16 Negativo
50 E. cloacae 12 26 6 12 6 10 6 6 6 KPC/MBL
111 E. cloacae 24 30 24 30 24 30 28 28 12 Negativo
170 S. marcescens 12 12 6 6 6 6 6 6 6 KPC
175 S. marcescens 12 16 6 6 6 6 6 6 6 KPC
176 S. marcescens 16 12 6 6 6 6 6 6 6 KpC
177 S. marcescens 6 14 6 6 6 6 6 6 6 KPC
178 S. marcescens 6 16 6 8 6 6 6 6 6 KPC
180 S. marcescens 18 32 18 26 28 22 18 14 12 KPC/MBL
181 S. marcescens 16 12 6 6 6 6 12 6 6 KPC
182 S. marcescens 24 30 26 30 24 30 24 30 24 Negativo
184 S. marcescens 24 28 24 28 24 28 26 24 24 Negativo
185 S. marcescens 16 14 6 6 18 6 6 6 6 KPC
186 S. marcescens 22 24 24 28 20 28 18 16 12 KPC/MBL
187 S. marcescens 20 14 6 6 18 20 6 6 6 KPC
56 M. morganii 14 26 6 22 6 22 6 22 14 KPC
107 M. morganii 0 30 0 26 0 30 18 30 24 Negativo

* Triagem baseada na recomendagio da ANVISA (NOTA TECNICA N° 01/2013): KPC positivo = APB/IMI — IMI > 5
mm ou APB/MER — MER > 5 mm. MBL positivo = EDTA/IMI — IMI > 5 mm ou EDTA/MER — MER > 5 mm. AmpC
(plasmidial) = CLOXA/IMI — IMI e APB/IMI — IMI > 5 mm ou CLOXA/MER —~MER e APB/IMI - IMI > 5 mm.

! APB, é4cido fenilbordnico; EDTA, acido etileno diaminoacético; CLOXA, cloxacilina; IMI, imipenem; MER,

meropenem; ERT, ertapenem.
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Tabela 14. Triagem de carbapenemases para enterobactérias do grupo ndo CESP (ANVISA,

2013)*
Método de triagem de carbapenemases por disco difusdo (mm)’
Com Inibidor Sem Inibidor
Cepn Bspécic APB EDTA CLOXA Interpretagdo
IMI MER IMI  MER IMI MER IMI MER ERT
1 E. coli 22 28 22 28 22 28 22 28 22 Negativo
2 E. coli 12 24 8 8 6 18 0 14 6 KPC
22 E. coli 18 24 12 22 14 18 12 18 6 KPC
29 E. coli 6 26 6 16 6 16 14 16 6 KPC
110 E. coli 18 30 18 30 16 28 24 30 20 Negativo
113 P. mirabilis 16 24 18 24 16 26 18 24 18 Negativo
106 K. oxytoca 20 26 20 26 18 24 22 22 18 Negativo
101 K. pneumoniae 28 26 20 18 24 24 24 24 12 Negativo
109 K. pneumoniae 12 24 10 16 6 14 12 6 6 KPC/MBL/AmpC

* Triagem baseada na recomendagdo da ANVISA (NOTA TECNICA N° 01/2013): KPC positivo = APB/IMI ~ IMI > 5
mm ou APB/MER — MER > 5 mm. MBL positivo = EDTA/IMI — IMI > 5 mm ou EDTA/MER — MER > 5 mm. AmpC
(plasmidial) = CLOXA/IMI — IMI e APB/IMI — IMI > 5 mm ou CLOXA/MER — MER ¢ APB/IMI — IMI > 5 mm,

" APB, acido fenilbordnico; EDTA, 4cido etileno diaminoacético; CLOXA, cloxacilina; IMI, imipenem; MER,
meropenem; ERT, ertapenem.
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4.3 Detecgdo Molecular

Tabela 15- Avaliagdo dos genes de resisténcia e perfil clonal no grupo CESP

-lactamase

Cepas  Espécie Carbapenemases  Outras beta-lactamases Gene fos’  ERIC-PCR
50 E. cloacae blagec blarpm-like, blactxa.is - E
111 E. cloacae - blargu-like - F
76 E. aerogenes blakpc blarem-like blactxma fosA2 A,
77 E. aerogenes blagpc. blarpm-like blactx -2 fosA2 A
79 E. aerogenes blakpc.2 blarpm-like blactx -2 fosA2 B
81 E. aerogenes blagpc., blatep-like, blacrx.an fosA2 D
82 E. aerogenes blaxpc.a blargm-like, blactx.m-like  fosA2 D
86 E. aerogenes blagec.s blargm-like blactxma fosA2 A
91 E. aerogenes blagpc.z blarem-like blactxm-2 fosA2 C
93 E. aerogenes blaxpc.a blargym-like blactyx ma2 fosA2 C
94 E. aerogenes blakpc.s blatem like, blactxmlike  fosA2 C
97 E. aerogenes blapca blargm-like blacrx a2 fos A2 D
98 E. aerogenes blagpca blacrxma fosA2 A
99 E. aerogenes blagpc. blatgm-like blactxma2 fosA2 C
100 E. aerogenes blaxpc., blatgm-like blactx.m-2 fosA2 A
170 S. marcescens  blagec, - - | I
175 S. marcescens  blagpc., - - I
176 S. marcescens  blagpc.s - - 1
177 S. marcescens  blagpc.s - - 1
178 S. marcescens  blagpc - - 1
180 S. marcescens  blaypc.y - - G
181 S. marcescens  blagpcs - - G,
182 S. marcescens - - - J
184 S. marcescens - - - K
185 S. marcescens  blagpcs - - H
186 S. marcescens  blaxpcs - - G
187 S. marcescens  bla gpcs - - H
56 M. morganii blagpc.s blacrx.m-like - L
107 M. morganii - blargy-like - M

! Confere resisténcia a fosfomicina.

44



A presenca do gene blaxpc, foi confirmada por PCR e por sequenciamento em 78,94%
(30/38) dos isolados clinicos estudados (tabela 15 e 16): Klebsiella pneumoniae (n=1); Serratia
marcescens (n=10); Escherichia coli, (n=3); Morganella morganii (n=1); Proteus mirabilis (n=
1) Enterobacter cloacae (n=1) Enterobacter aerogenes (n=13).

No grupo CESP (tabela 15), a presenca do gene blagpc.» foi confirmada em 25/29 (86,20%)
dos isolados clinicos, sendo que a presenca de genes do tipo blacrx-m foi observada em 15/29
(52%) das cepas, confirmando-se a presenca das variantes blacrx-m-2 11/29 (37,9%) e blactx-m-
15 (1729, 3,4%) em cepas de E. aerogenes. Curiosamente, em 13/29 (44,8%) dos isolados do
grupo CESP, identificados como E. aerogenes, foi encontrado o gene fosA2, responsavel por
conferir resisténcia a fosfomicina.

No grupo ndo CESP (tabela 16), a presenga do gene blaxpc, foi confirmada em 5/9 (55,5%)
dos isolados, sendo que genes do tipo blactx-m foram identificados em 7/9 (77,7%) das cepas.
Com relagdo a isto, o gene blactx-m2 foi encontrado em 1/9 (11,1%) dos isolados do grupo
ndo CESP (P. mirabilis), enquanto que variantes blacrx.m.1s foram identificadas em 4/9
(44,4%) dos isolados ndo CESP (E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca ¢ P.mirabilis). J4, a
presenca do gene fosA2 foi confirmada em 2/9 (22,2%) dos isolados do grupo ndo CESP,

identificados como K. pneumoniae.

Tabela 16- Avaliagdo dos genes de resisténcia e perfil clonal no grupo ndo CESP.

B-lactamase

Cepas  Espécie Carbapenemases  Outras beta-lactamases Gene fos'  ERIC-PCR
| E. coli - - - Q
2 E. coli blaxpc., blactxm-like - N
22 E. coli blagpc.2 blacrx.m-like - N
29 E. coli blagpc.n blacrxm-like, bla 1pm-like - 0
110 E. coli - bla tem-like, blactx.m-1s - P
106 K. oxytoca - blargm-like, blacrx-m-1s, blasuv-like - U
113 P. mirabilis blagpc.s blarpm-like, blactx-, blacrx-ma1s - R
101 K. pneumoniae - blarpm-like blasyy-like fosA2 S
109 K. pneumoniae  blagpc., blarem-like, blactxm.is, blasyv-like JosA2 T

! Confere resisténcia a fosfomicina.
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4.4 Tipagem Molecular

A técnica de ERIC-PCR revelou que para cepas de E. aerogenes € S. marcescens
produtoras de KPC-2, houve presenga de cepas clonalmente relacionadas (figuras 9 e 10).

As cepas de Enterobacter aerogenes apresentaram 4 grupos filogenéticos, com 3
clusters predominantes, apresentando relacdo clonal: cluster A/A1l (cepas 77, 86, 98, 100 ¢
76), cluster C (cepas 91, 93, 94 € 99) e, cluster D (cepas 81, 82 ¢ 97).

As cepas de Serratia marcescens apresentaram 5 grupos filogenéticos com predominio
do um cluster I (cepas 170, 175, 176,177 ¢ 178).

As cepas de E.coli apresentaram 4 filogenéticos com 1 cluster, N, agrupando 2 cepas (2 €
22).

As cepas de Klebsiella pneumoniae apresentaram ndo oram clonalmente relacionadas.

[ ] E 100
|| E 77

Il E 86
| E 98
I

n 7

E 78
] 1] E 79
| ]| E 91

| £ 93
| E 94
|

E 99

| E 81
| E 82
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Figura 9- Dendrograma ilustrando a diversidade genética de isolados de Enterobacter
aerogenes, a partir dos resultados obtidos por ERIC-PCR. Os padrdes gerados por ERIC-PCR
foram analisados utilizando o coeficiente de similaridade de Dice (BioNumeric software, Applied
Maths, Kortrijk, Belgium). Otimizag¢do 0%, tolerancia 1%.
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Figura 10- Dendrograma ilustrando a diversidade genética de isolados de S. marcescens, a
partir dos resultados obtidos por ERIC-PCR. . Os padrdes gerados por ERIC-PCR foram
analisados utilizando o coeficiente de similaridade de Dice (BioNumeric software, Applied
Maths, Kortrijk, Belgium). Otimizagdo 0%, tolerancia 1%.
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Figura 11. Dendrograma ilustrando a diversidade genética de isolados de Klebsiella
pneumoniae, a partir dos resultados obtidos por ERIC-PCR. Os padrdes gerados por ERIC-PCR
foram analisados utilizando o coeficiente de similaridade de Dice (BioNumeric software, Applied
Maths, Kortrjjk, Belgium). Otimizagdo 0%, tolerancia 1%.
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Figura 11. Dendrograma ilustrando a diversidade genética de isolados de E. coli a partir dos
resultados obtidos por ERIC-PCR. . Os padrdes gerados por ERIC-PCR foram analisados
utilizando o coeficiente de similaridade de Dice (BioNumeric software, Applied Maths, Kortrijk,
Belgium). Otimizagdo 0%, tolerancia 1%.
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5. DISCUSSAO

Programas de vigilancia epidemioldgica sdo necesséarios para avaliar periodicamente a
situagdo atual da disseminag@o de bactérias de importancia clinica, que adotam um carater de
endemicidade associada com eventos genéticos como a aquisicdo € expressdo de um
mecanismo de resisténcia especifico, como ¢ o caso da produgdo de carbapenemases do tipo
KPC em bactérias gram-negativas, cujos genes podem ser carregados por elementos genéticos
moéveis (ex., plasmideos) que levam outros determinantes de resisténcia, o que acaba
conferindo um fendtipo de multirresisténcia.

Atualmente, como fendmeno globalizado, bactérias gram-negativas pertencentes ao
grupo CESP e ndo CESP sdo um problema para a saude publica relacionada com IRAs.
Ambos os grupos bacterianos tem compartilhado genes de resisténcia para beta-lactdmicos de
amplo espectro, incluindo cefalosporinas e carbapenémicos, principalmente do tipo ESBL e
KPC.

Como alternativas terapéuticas, o uso de antibidticos utilizados no passado, novos
antibidticos, ou o uso combinado deles tem sido proposto. Especificamente, para bactérias que
produzem carbapenemases do tipo KPC, o uso da fosfomicina e tigeciclina tem sido avaliado
como opgdo terapéutica, principalmente para casos relacionados a infecg¢do do trato urinario,
uma das principais causas de infec¢do em pacientes ambulatoriais e hospitalares (Van ef al.,
2013).

Resultados do presente estudo confirmam que a produgdo de KPC no Brasil, ndo € restrita a
Klebsiella pneumoniae, sendo que outras espécies de enterobactérias tém adquirido este
determinante de resisténcia, o que tem favorecido a endemicidade e o estabelecimento de surtos
de infec¢do. De salientar que no presente estudo foi encontrada uma diversidade de
enterobactérias produtoras de KPC distribuidas pelos diferentes estados do Brasil pertencentes
ao grupo CESP: Enterobacter aerogenes (n=13), Serratia marcescens (n=12); Morganella
morganii (n=1), Enterobacter cloacae (n=1) e ao grupo ndo CESP: Escherichia coli (n=3),
Klebsiella pneumoniae (n=1) e Proteus mirabilis (n=1).

No presente estudo, todas as cepas pertencentes ao grupo CESP (Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Morganella morganii) e nio CESP
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniaek lebsiella oxytoca) apresentaram perfil de
multiresisténcia.
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Vale salientar que no Grupo CESP, todos os isolados de Enterobacter aerogenes
apresentaram resisténcia a fosfomicina (CIMsy > 512 pg/ml). J4, isolados de Serratia
mascescens ndo apresentaram resisténcia para fosfomicina, porém, foram resisténtes a
tigeciclina (CIM50 > 8 pg/mL). Adicionalmente, esta espécie apresentou sensibilidade para
gentamicina e sulfametoxazol-trimetoprim. Assim, tanto para fins diagndstio como
instaurag@o de terapias, ¢ importante considerar a espécie que causa infecgdo, mesmo que
sejam agrupadas dentro de um grupo que compartilha caracteristicas em comum, como o caso
do grupo CESP. Por outro lado, quanto mais rdpido, preciso e eficiente for o diagnostico do
agente produtor de KPC, mais vantajoso sera para o paciente como forma de evitar
tratamentos inadequados baseados apenas na sintomatologia, sendo que pode diminuir ou
eliminar possivel propagacido do patdgeno principalmente em caso de surtos como foi o que
se verificou com a S. marcescens.

Para tigeciclina, encontramos dificuldade na interpretagdo dos resultados, devido a
diferenga entre os pontos de corte recomendados pelo FDA (Brink et al., 2012b) e pelo
EUCAST (http://www.eucast.org/), principalmente para valores de CIM entre 2 — 8 pg/mL.

No grupo ndo CESP, a resisténcia a fosfomicina sé observou para isolados de Klebsiella
spp., (128 - > 512 ug/mL) e Proteus mirabilis (512 pg/mL).

Embora, para avaliar a suscetibilidade tenha sido usado tanto o método de difusdo do
disco como a determinag¢do da CIM por agar dilui¢do, observamos diferengas nos resultados.
Assim, confirmamos que a realiza¢do da CIM € mais confidvel. De fato, todos os isolados que
carregaram o gene fosA2 foram resisténtes a fosfomicina quando testado pelo método de
dilui¢do em 4gar e, contrariamente, isolados sensiveis pelo método de difusdo do disco foram
positivos para a prsenga do gene fosA2.

Embora, o objetivo do trabalho foi restrito a andlise bacterioldgica, é importante comentar
que as cepas de Serratia marcescens produtora de KPC-2 foram isoladas de pacientes durante um
surto de infec¢@o nosocomial, dois quais 4 foram para dbito.

Como triagem para a produ¢do de carbapenemases, foi utilizada a recomendagdo da
ANVISA (2013). Para o teste de Hodge, foi usado o disco de ertapenem, mas seria interessante
avaliar o uso adicional de meropenem, como recomendado pelo CLSI (2013), como forma de
evitar falsos negativos, como observado para a cepa de S. marcescens 175. O uso de discos
contendo imipenem ndo ¢ recomendado para detectar a presenca de carbapenemases (Cotrim et

al., 2012). Alguns estudos relatam que cepas com resultado de Hodge negativo, indiciando a ndo

49



presenca de carbapenemases, podem expressar -lactamases cromossémicas do tipo AmpC e
ou ESBL associadas também a altera¢gdes de permeabilidade nos canais de porinas que
modificam a agdo e a penetragdo dos antibidtico (Sood, et al.,2014; Carvalhaes et al., 2010;
Dienstmann a/.,2010). Meyer & Picoli (2011), demonstraram também nos seus estudos que o
teste de Hodge ndo ¢ especifico para detecg¢do da carbapenemase do tipo KPC. O teste apenas
¢ preditivo da presenga ou auséncia de carbapenemases no geral.

Dos isolados do grupo CESP testados no meio de cultura CHROMagar KPC as cepas de
Enterobacter spp., produtoras de KPC (confirmadas por PCR e sequenciamento)
apresentaram coldnias com cor caracteristica da sua produgdo (Cor azul metélico). Para as
cepas de S. marcescens produtoras de KPC, ndo houve aparecimento de coldnias com cor
caracteristica. Contrariamente, no grupo ndo CESP, s6 as cepas produtoras de KPC
apresentaram crescimento com producdo de pigmento sugestivo da sua produgdo. Estudos
anteriores, comprovaram que a sensibilidade e especificidade do meio CHROMagar KPC ¢
de 100% e 98,4%, respectivamente, sendo um método de rapida deteccdo de cepas produtoras
de KPC em espécies bacterianas recomendadas (E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter spp, P.
mirabilis) (Nordmann et al., 2012; Samra ef al., 2008).

Na pesquisa fenotipica de carbapenemase do tipo KPC usando o inibidor APB, no
grupo ndo CESP das 9 cepas estudadas, 4 foram positivas (44,4%). Uma cepa de P. mirabilis
(cepa 113) apresentando resisténcia ao imipenem e meropenem apresentou resultado falso
negativo. Segundo as recomendagdes da ANVISA (2013), esta cepa poderia ser sugestiva da
presenga de outras carbapenemases (ex., OXA-48) ou pode ser mutante com deficiéncia em
porinas, porém, a presenga de KPC-2 foi confirmada.

No grupo CESP, das 29 cepas positivas para o gene blaxpc, 24 (82,75%) foram positivas
para a presenca de carbapenemase do tipo KPC utilizando o método de triagem com o
inibidor APB. Uma cepa de E. aerogenes (cepa 100) apresentou resultado falso negativo para
esta triagem. Muito provavelmente, o indculo bacteriano utilizado foi demasiado denso.

Dentre os produtores de KPC, o sequenciamento confirmou a presenca da variante
blaxpc, confirmando a sua dissemina¢fo no Brasil (Andrade et a/ 2012; Seki et al., 2011,
Castro et al., 2009; Zavascki et al., 2009).

A presenga de genes ESBL do tipo CTX-M foi mais prevalente em Enterobacter
aerogenes. A semelhanca de estudos anteriores (Arnold et al., 2011; Cai et al., 2008;
Dienstmann ef al., 2010; Raghunathan ef al., 2011; Rossi et al., 2005), na presente pesquisa,
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foi possivel confirmar por estudos moleculares, que algumas bactérias que carregam genes
blakpc-, apresentam também outros genes de resisténcia para outros antibiodticos, tais como
genes que codificam para [B-lactamases de espectro estendido (CTX-M); apresentando
resisténcia para fluoroquinolonas, sulfonamidas e aminoglicosideos, tornando-se deste modo
necessario o uso da antibiotecoterapia combinada. Uma cepa de Klebsiella pneumoniae (cepa
109) apresentou a co-producdo de KPC-2, FosA2 e CTX-M-15 confirmando que algumas
enterobacterias tem a capacidade de adquirir varios mecanismos de resisténcia.

O papel da tigeciclina no tratamento de infec¢des causadas por enterobactérias MDR
ainda nfo foi profundamente estudado. No presente estudo, tanto cepas de S. marcescens
como uma cepa de Proteus mirablilis (cepa 113), e mostraram resistentes a agdo da
tigeciclina. O que segundo a literatura (Kelesidis et al., 2008), pode ser justificado pelo fato
da tigeciclina ter uma baixa atividade contra este patogeno.

A presenga de genes fos, responsaveis pela resisténcia a fosfomicina, foi pesquisada em
todos os isolados. Interessantemente, o gene fosA2 foi confirmado (Genbank accession
number FO203355.1) em cepas de Enterobacter aerogenes e Klebsiella pneumoniae
resistentes a fosfomicina.

Finalmente, a tipagem molecular por ERIC-PCR, permitiu a andlise da diversidade
genética entre as espécies estudadas, pertencentes ao grupo CESP e ndo CESP. No grupo
CESP, os isolados de Enterobacter aerogenes apresentaram 4 grupos filogenéticos, com 3
clusters predominantes, apresentando rela¢do clonal. Os isolados de Serratia marcescens
apresentaram 5 grupos filogenéticos com predominio do um cluster . E valido salientar que se

tratou de dois casos de surto de infec¢do hospitalar (dados ndo apresentados).
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6. CONCLUSOES

Frente aos resultados obtidos, podemos concluir que a avaliagdo do efeito sinérgico
decorrente do uso combinado de antibacterianos € de extrema importancia, uma vez que genes
blakpc t€m sido adquiridos por uma ampla diversidade de enterobactérias de importincia
médica que apresentam um perfil de multirresisténcia associada.

Foi possivel concluir que para S. marcescens produtora de KPC-2, a fosfomicina,
gentamicina e STX, podem constituir alternativas terapéuticas para o tratamento de infec¢des
associadas.

A tigeciclina pode constituir uma alternativa terapéutica para o tratamento de infecgdes
causadas por enterobactérias produtoras de KPC-2, principalmente Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae e Morganella morganii.

O teste de Hodge, embora sé confirme a presenca de carbapenemases, foi ttil na
triagem de carbapenemases, assim como o CHROMagar KPC, o qual ¢ mais especifico para
produtores da enzima KPC.

O uso do inibidor enzimatico APB como método de triagem de carbapenemases do tipo
KPC ¢ mais abrangente para as espécies (CESP e ndo CESP) .

Confirmou-se a presenca do gene blakpc, em enterobactérias do grupo CESP e ndo
CESP.

Foi confirmada a co-produgdo de ESBLs do tipo CTXM em cepas de enterobactérias,
do grupo CESP e ndo CESP, produtoras de KPC-2.

Foi identificado o gene fosA2 como o principal gene de resisténcia a fosfomicina em
enterobactérias pertencentes ao grupo CESP (Enterobacter aerogenes) e ndo CESP
(Klebsiella pneumoniae).

Fosfomicina apresentou atividade, in vitro, contra todas as cepas produtoras de KPC-2,
com excecdo de cepas de Klebsiella oxytoca e Proteus mirabilis, assim também como para as
cepas produtoras de FosA2 (Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae).

Isolados de Serratia marcescens e Enterobacter aerogenes produtores de KPC-2

apresentam relagdo de clonal, sendo associados a surto de infec¢do nosocomial.

52



7. REFERENCIAS

Abboud, CS, Bergamasco MD, Doi AM, Zandonadi EC,Barbosa V, Cortez D, Saraiva CR, Doy C,
Garcia DO. First report of investigation into an outbreak due to carbapenemase-producing
Klebsiella pneumoniae in a tertiary Brazilian hospital, with extension to a patient in the
community. J Infect Prev 2011 July; 12 (4): 150-153,

Acar, JF Serratia marcescens infections. Infect Control. 1986 May; 7 (5): 273-8.

Acar JF, Goldstein FW. Trends in bacterial resistance to  fluoroquinolones. Clin. Infect. Dis. 1997
Jan; 24 Suppl 1: S67-73.

Agencia Nacional de Vigilancia Sanitdria. Medidas de Prevencdo e Controle de InfecgGes Por
Enterobactérias Multirresistentes. Nota técnica N° 01/2013.

Albrechtova, K.; Kubelova, M; Mazancova J, Dolejska M, Literak I, Cizek A. High prevalence and
variability of CTX-M-15-producing and fluoroquinolone-resistant Escherichia coli
observed in stray dogs in rural Angola. Microb Drug Resist. 2014 Feb; 20 (4): 372-5.

Almeida, A.C.; Vilela, M.A.; Cavalcanti, F.L.; Martins, W.M.; Morais Jr, M.A.; Morais, M.M. First
description of KPC-2-producing Pseudomonas putida in Brazil. Antimicrob Agents
Chemother. 2012 Abr; 56 (4): 2205-6.

Almeida AC, de Sa Cavalcanti FL, Vilela MA, Gales AC, de Morais MA Jr, Camargo de Morais
MM. Escherichia coli ST502 and Klebsiella pneumoniae ST11 sharing na IncW plasmid
harbouring the b/a(KPC-2) gene in an Intensive Care Unit patient. Int J Antimicrob
Agents. 2012 Oct; 40 (4): 374-6.

Anderson KF, Lonsway DR, Rasheed JK, Biddle J, Jensen B, McDougal LK, Carey RB, Thompson
A, Stocker S, Limbago B, Patel JB. Evaluation of methods to identify the Klebsiella
pneumoniae carbapenemase in Enterobacteriaceae. J Clin Microbiol. 2007 Aug; 45 (8):
2723-5.

Andrade LN, Curiao T, Ferreira JC, Longo JM, Climaco EC, Martinez R, Bellissimo-Rodrigues F,
Basile-Filho A, Evaristo MA, Del Peloso PF, Ribeiro VB, Barth AL, Paula MC, Baquero
F, Canton R, Darini AL, Coque TM. Dissemination of blaKPC-2 by the spread of
Klebsiella pneumoniae clonal complex 258 clones (ST258, ST11, ST437) and plasmids
(IncFTI, IncN, IncL/M) among Enterobacteriaceae species in Brazil. Antimicrob Agents

Chemother. 2011 Jul; 55 (7): 3579-83.

53



Amold RS, Thom KA, Sharma S, Phillips M, Kristie Johnson J, Morgan DJ. Emergence of
Klebsiella pneumoniae carbapenemase-producing bacteria. South Med J. 2011 Jan; 104
(1): 40-5.

Azim A, Dwivedi M, Rao PB, Baronia AK, Singh RK, Prasad KN, Poddar B, Mishra A, Gurjar M,
Dhole TN. Epidemiology of bacterial colonization at intensive care unit admission with
emphasis on extended-spectrum beta-lactamase- and metallo-beta-lactamase-producing
Gram-negative bacteria--an Indian experience. J Med Microbiol. 2010 Aug; 59 (Pt 8):
955-60.

Bauer AW, Kirby WM, Sherris JC, Turck M. Antibiotic susceptibility testing by a standardized
single disk method. Am J Clin Pathol. 1966 Apr; 45 (4): 493-6.

Beirdo EM, Furtado JJ, Girardello R, Ferreira Filho H, Gales AC. Clinical and microbiological
characterization of KPC-producing Klebsiella pneumoniae infections in Brazil. Braz J
Infect Dis. 2011 Jan-Feb; 15 (1): 69-73.

Berrazeg M, Diene SM, Drissi M, Kempf M, Richet H, Landraud L, Rolain JM. Biotyping of
multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae clinical isolates from France and Algeria using
MALDI-TOF MS. PLoS One. 2013 Apr 19; 8 (4): e61428.

Biedenbach DJ, Toleman MA, Walsh TR, Jones RN. Characterization of fluoroquinolone-resistant
beta-hemolytic Streptococcus spp. isolated in North America and Europe including the
first report of fluoroquinolone-resistant Streptococcus dysgalactiae subspecies equisimilis:
report from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program (1997-2004).

Bomet C, Davin-Regli A, Bosi C, Pages JM, Bollet C. Imipenem resistance of Enterobacter
aerogenes mediated by outer membrane permeability. J Clin Microbiol. 2000 Mar; 38 (3):
1048-52.

Bonnet R, Dutour C, Sampaio JL,‘ Chanal C, Sirot D, Labia R, De Champs C, Sirot J. Novel
cefotaximase (CTX-M-16) with increased catalytic efficiency due to substitution Asp-
240-->Gly. Antimicrob Agents Chemother. 2001 Aug; 45 (8): 2269-75.

Bratu S, Mooty M, Nichani S, Landman D, Gullans C, Pettinato B, Karumudi U, Tolaney P, Quale
J. Emergence of KPC-possessing Klebsiella pneumoniae in Brooklyn, New York:
epidemiology and recommendations for detection. Antimicrob Agents Chemother. 2005

Jul; 49 (7): 3018-20.

54



Bradford PA. Extended-spectrum beta-lactamases in the 2Ist century: characterization,
epidemiology, and detection of this important resistance threat. Clin Microbiol Rev. 2001
Oct; 14 (4): 933-51.

Brink AJ, Coetzee J, Clay CG, Sithole S, Richards GA, Poirel L, Nordmann P. Emergence of New
Delhi metallo-beta-lactamase (NDM-1) and Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC-
2) in South Africa. J Clin Microbiol. 2012a Feb; 50 (2): 525-7.

Brink AJ, Bizos D, Boffard KD, Feldman C, Grolman DC, Pretorius J, Richards GA, Steyn E.
Guideline summary: appropriate use of tigecycline. S Afr J Surg. 2012b Feb 14; 50 (1):
20-1.

Bush K, Jacoby GA. Updated functional classification of beta-lactamases. Antimicrob Agents
Chemother. 2010 Mar; 54 (3): 969-76.

Cabral AB, Melo Rde C, Maciel MA, Lopes AC. Multidrug resistance genes, including bla(KPC)
and bla(CTX)-M-2, among Klebsiella pneumoniae isolated in Recife, Brazil. Rev Soc
Bras Med Trop. 2012 Oct; 45 (5): 572-8.

Cai JC, Zhou HW, Zhang R, Chen GX. Emergence of Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae,
and Escherichia coli Isolates possessing the plasmid-mediated carbapenem-hydrolyzing
beta-lactamase KPC-2 in intensive care units of a Chinese hospital. Antimicrob Agents
Chemother. 2008 Jun; 52 (6): 2014-8.

Calvo J, Cantén R, Cuenca FF, Mirelis B, Navarro F. Deteccidn fenotipica de mecanismos de
resistencia en gram negativos - SEIMC. 2011.Capitulo 38.

Cantén R, Coque TM. The CTX-M beta-lactamase pandemic. Curr Opin Microbiol. 2006 Oct; 9
(5): 466-75.

Carvalho RGC, Cameiro ICRS, Pinheiro MS, Pinheiro SC, Azevedo PSR, Santos SD, Costa ARF,
Ramos FLP, Lima KVB. Caracterizagdo fenotipica e genotipica de Serratia
marcescens provenientes de Unidade Neonatal de Referéncia em Belém, Para, Brasil. Rev
Pan-Amaz Saude. 2010 Mar; 1 (1): 101-106.

Carvalhaes CG, Picdo RC, Nicoletti AG, Xavier DE, Gales AC. Cloverleaf test (modified Hodge
test) for detecting carbapenemase production in Klebsiella pneumoniae: be aware of false
positive results. J Antimicrob Chemother. 2010 Feb; 65 (2): 249-51.

Castro MV, Santos B HC, Melo DM, Costa AC, Filho LS. Isolamento de Amostras Hospitalares de
Klebsiella pneumoniae, Produtoras de KPC na Cidade de JoZo Pessoa, PB - Brasil. 25°
Congresso Brasileiro de Microbiologia. Resumo ID: 619-1 2009.

55



Castafieda-Garcia A, Rodriguez-Rojas A, Guelfo JR, Bldzquez J. The glycerol-3-phosphate
permease GlpT is the only fosfomycin transporter in Pseudomonas aeruginosa. J
Bacteriol. 2009 Nov; 191 (22): 6968-74.

Castafieda-Garcia A, Blazquez J, Rodriguez-Rojas A. Molecular Mechanisms and Clinical Impact
of Acquired and Intrinsic Fosfomycin Resistance. J. Antibiotics. 2013; 2 (2): 217-236.

Chang MR, Biberg CA, Lopes FA, Tetila AF, Pignatari AC. The first report of infection with
Klebsiella pneumoniae carrying the bla(kpc) gene in State of Mato Grosso do Sul, Brazil.
Rev Soc Bras Med Trop. 2013 Jan-Feb; 46 (1): 114-5.

Chapman PA, Ellin M, Ashton R, Shafique W. Comparison of culture, PCR and immunoassays for
detecting Escherichia coli O157 following enrichment culture and immunomagnetic
separation performed on naturally contaminated raw meat products. Int J Food Microbiol.
2001 Aug 15; 68 (1-2): 11-20.

Chenia HY, Pillay B, Pillay D. Analysis of the mechanisms of fluoroquinolone resistance in urinary
tract pathogens. J Antimicrob Chemother. 2006 Dec; 58 (6): 1274-8.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLST).Methods for dilution antimicrobial susceptibility
tests for bacteria that grow aerobically; approved standard-ninth edition, M7-A9 CLSI,
USA, 2012.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing; Twenty-Third Informational Supplement, CLSI M100-S22, USA, 2012.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; Twenty-Third Informational Supplement, M100-S23 CLSI, USA,
2013.

Correa Silva CV, Camargo TZ, Scherer PF, Marra AR. A hospital-based matched case-control study
to identify clinical outcome and risk factors associated with carbapenem-resistant
Klebsiella pneumoniae infection. BMC Infect Dis. 2013 Feb; 11; 13:80.

Cotrim ER., Rocha R.DR., Ferreira M.FR. Klebsiella pneumoniae Carbapenemase —KPC em
Enterobacteriaceae: o desafio das bactérias multirresistentes. Pds em Revista. Edi¢do 5,
2012.

Cury AP, Andreazzi D, Maffucci M, Caiaffa-Junior HH, Rossi F. The modified Hodge test is a
useful tool for ruling out Klebsiella pneumoniae carbapenemase. Clinics (Sao Paulo). 2012

Dec; 67 (12): 1427-31.

56



Cuzon G, Naas T, Nordmann P. Functional characterization of Tn4401, a Tn3-based transposon

involved in blaKPC gene mobilization. Antimicrob Agents Chemother. 2011 Nov; 55(11):

5370-3.

Dalmarco E M., Blatt S L, Cérdova CMM. Identificagdo Laboratorial de f-Lactamases de Espectro
Estendido (ESBLs)- Revisdo. RBAC. 2006; 38
(3): 171-177,

D'Alincourt Carvalho-Assef AP, Ledo RS, da Silva RV, Ferreira AG, Seki LM, Asensi MD,
Marques EA. Escherichia coli producing KPC-2 carbapenemase: first report in Brazil.
Diagn Microbiol Infect Dis. 2010 Nov; 68 (3): 337-8.

Dienstmann R., Picoli S, Meyer G, Schenkel T, Steyer J. Avaliagdo fenotipica da enzima Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) em Enterobacteriaceae de ambiente hospitalar. Jornal
Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial. 2010 Feb; 46 (1): 23-27.

Elliott E, Brink AJ, van Greune J, Els Z, Woodford N, Turton J, Warner M, Livermore DM. In vivo
development of ertapenem resistance in a patient with pneumonia caused by Klebsiella
pneumoniae with an extended-spectrum beta-lactamase. Clin Infect Dis. 2006 Jun 1; 42
(11): e95-8.

Endimiani A, Patel G, Hujer KM, Swaminathan M, Perez F, Rice LB, Jacobs MR, Bonomo RA. In
vitro activity of fosfomycin against blaKPC-containing Klebsiella pneumoniae isolates,
including those nonsusceptible to tigecycline and/or colistin. Antimicrob Agents
Chemother. 2010 Jan; 54 (1): 526-9.

Fabrega A, Madurga S, Giralt E, Vila J. Mechanism of action of and resistance to quinolones.
Microb Biotechnol. 2009 Jan; 2 (1): 40-61.

Fehlberg LC, Carvalho AM, Campana EH, Gontijo-Filho PP, Gales AC. Emergence of Klebsiella
prneumoniae-producing KPC-2 carbapenemase in Paraiba, Northeastern Brazil. Braz J
Infect Dis. 2012 Nov-Dec; 16 (6): 577-80.

Guimardes DO, Momesso L da Silva, Pupo MT. Antibidticos: importincia terapéutica e
perspectivas para a descoberta e desenvolvimento de novos agentes. Quim. Nova. 2010;
33(10).

Hanson ND. AmpC beta-lactamases: what do we need to know for the future? J Antimicrob
Chemother. 2003 Jul; 52 (1): 2-4.

57



Henriques I, Moura A, Alves A, Saavedra MJ, Correia A. Analysing diversity among beta-
lactamase encoding genes in aquatic environments. FEMS Microbiol Ecol. 2006 Jun; 56
(3): 418-29.

Hossain A, Ferraro MJ, Pino RM, Dew RB 3rd, Moland ES, Lockhart TJ, Thomson KS, Goering
RV, Hanson ND. Plasmid-mediated carbapenem-hydrolyzing enzyme KPC-2 in an
Enterobacter sp. Antimicrob Agents Chemother. 2004 Nov; 48 (11): 4438-40.

Hosoglu S, Giindes S, Kolayli F, Karadenizli A, Demirdag K, Giinaydin M, Altindis M, Caylan R,
Ucmak H. Extended-spectrum beta-lactamases in ceftazidime-resistant Escherichia coli
and Klebsiella pneumoniae isolates in Turkish hospitals. Indian J Med Microbiol. 2007
Oct; 25 (4): 346-50.

Hou J, Yang X, Zeng Z, Lv L, Yang T, Lin D, Liu JH. Detection of the plasmid-encoded
fosfomycin resistance gene fosA3 in Escherichia coli of food-animal origin. J Antimicrob
Chemother. 2013 Apr; 68 (4): 766-70.

Jacome PR, Alves LR, Cabral AB, Lopes AC, Maciel MA. First report of KPC-producing
Pseudomonas aeruginosa in Brazil. Antimicrob Agents Chemother. 2012 Sep; 56 (9):
4990.

Jafri SA, Qasim M, Masoud MS, Rahman MU, Izhar M, Kazmi S. Antibiotic resistance of E. coli
isolates from urine samples of Urinary Tract Infection (UTI) patients in Pakistan. Bio
information. 2014 Jul 22; 10 (7): 419-22.

Jarlier V, Nicolas MH, Fournier G, Philippon A. Extended broad-spectrum beta-lactamases
conferring transferable resistance to newer beta-lactam agents in Enterobacteriaceae:
hospital prevalence and susceptibility patterns. Rev Infect Dis. 1988 Jul-Aug; 10 (4): 867-
78.

Jiménez A, Alvarado A, Gomez F, Carrero G, Fajardo C. [Risk factors associated with the isolation
of extended spectrum betalactamases producing Escherichia coli or Klebsiella
pneumoniae in a tertiary care hospital in Colombia]. Biomedica. 2014 Apr; 34 Suppl 1:
16-22.

Kelesidis T, Karageorgopoulos DE, Kelesidis I, Falagas ME. Tigecycline for thetreatment of
multidrug-resistant Enterobacteriaceae: a systematic review of the evidence from

microbiological and clinical studies. J Antimicrob Chemother. 2008 Nov; 62 (5): 895-904.

58



Kim MS, Jun LJ, Shin SB, Park MA, Jung SH, Kim K, Moon KH, Jeong HD. Mutations in the
gyrB, parC, and parE genes of quinolone-resistant isolates and mutants of Edwardsiella
tarda. ] Microbiol Biotechnol. 2010 Dec; 20 (12): 1735-43.

Kusahara DM, Peterlini MAS, Pedreira MLG. Colonizagdo orofaringea de criangas a admissdo em
uma unidade de cuidados intensivos. Acta Paul. Enferm. 2007 Oct-dec; 20 (4): 421-7.

Le J, McKee B, Srisupha-Olarn W, Burgess DS. In vitro activity of carbapenems alone and in
combination with amikacin against KPC-producing Klebsiella pneumoniae. J Clin Med
Res. 2011 May 19; 3 (3): 106-10.

Livermore DM. beta-Lactamases in laboratory and clinical resistance. Clin Microbiol Rev. 1995
Oct; 8 (4): 557-84.

Low DE, Muller M, Duncan CL, Willey BM, de Azavedo JC, McGeer A, Kreiswirth BN, Pong-
Porter S, Bast DJ. Activity of BMS-284756, a novel des-fluoro (6) quinolone, against
Staphylococcus aureus, including contributions of mutations to quinolone resistance.
Antimicrob Agents Chemother. 2002 Apr; 46 (4): 1119-21.

Madigan MT, Martinko JM, Parker J. Microbiologia de Brock. 12.ed. Porto Alegre: ArtMed, 2010.

Magiorakos AP, Srinivasan A, Carey RB, Carmeli Y, Falagas ME, Giske CG, Harbarth S, Hindler
JF, Kahlmeter G, Olsson-Liljequist B, Paterson DL, Rice LB, Stelling J, Struelens MJ,
Vatopoulos A, Weber JT, Monnet DL. Multidrug-resistant, extensively drug-resistant and
pandrug-resistant bacteria: an international expert proposal for interim standard definitions
for acquired resistance. Clin Microbiol Infect. 2012 Mar; 18 (3): 268-81.

Meacham KJ, Zhang L, Foxman B, Bauer RJ, Marrs CF. Evaluation of genotyping large numbers
of Escherichia coli isolates by enterobacterial repetitive intergenic consensus-PCR. J Clin
Microbiol. 2003 Nov; 41 (11): 5224-6.

Menezes APO, Lobo MM, Barberino MG, Reis JN. Prevaléncia de Enterobactérias Produtoras de
Carbapenemase em Hospitais de Salvador, Bahia. 27° Congresso Brasileiro de
Microbiologia, 2013 Natal, Resumo ID: 1480-1.

Meyer G, Picoli S. U. Fendtipos de beta-lactamases em Klebsiella pneumoniae de hospital de
emergéncia de Porto Alegre, Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, 2011
Fev; 47 (1): 24-31.

Minarini LA, Gales AC, Palazzo IC, Darini AL. Prevalence of community-occurring extended
spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae in Brazil. Curr Microbiol. 2007
May; 54 (5): 335-41.

59



Miriagou V, Tzelepi E, Gianneli D, Tzouvelekis LS. Escherichia coli with a self-transferable,
multiresistant plasmid coding for metallo-beta-lactamase VIM-1. Antimicrob Agents
Chemother. 2003 Jan; 47 (1): 395-7.

Moghaddam MN, Beidokhti MH, Jamehdar SA, Ghahraman M. Genetic properties of blaCTX-M
and blaPER [-lactamase genes in clinical isolates of Enterobacteriaceae by polymerase
chain reaction. Iran J Basic Med Sci. 2014 May; 17 (5): 378-83.

Monteiro J, Santos AF, Asensi MD, Peirano G, Gales AC. First report of KPC-2-producing
Klebsiella pneumoniae strains in Brazil. Antimicrob Agents Chemother. 2009 Jan; 53 (1):
333-4.

Muzaheed, Doi Y, Adams-Haduch JM, Endimiani A, Sidjabat HE, Gaddad SM, Paterson DL. High
prevalence of CTX-M-15-producing Klebsiella pneumoniae among inpatients and
outpatients with urinary tract infection in Southern India. J Antimicrob Chemother. 2008
Jun; 61 (6): 1393-4.

Naas T, Cuzon G, Villegas MV, Lartigue MF, Quinn JP, Nordmann P. Genetic structures at the
origin of acquisition of the beta-lactamase bla KPC gene. Antimicrob Agents Chemother.
2008 Apr; 52 (4): 1257-63.

Naheed A, Kalluri P, Talukder KA, Faruque AS, Khatun F, Nair GB, Mintz ED, Breiman RF.
Fluoroquinolone-resistant Shigella dysenteriae type 1 in northeastern Bangladesh. Lancet
Infect Dis. 2004 Oct; 4 (10): 607-8.

Nakamura S, Nakamura M, Kojima T, Yoshida H. gyrA and gyrB mutations in quinolone-resistant
strains of Escherichia coli. Antimicrob Agents Chemother. 1989 Feb; 33 (2): 254-5.

Neu HC, Gootz TD. Antimicrobial Chemotherapy. In: Baron S. Medical Microbiology. 4th edition.
Galveston (TX): University of Texas Medical Branch at Galveston; 1996.Chapter 11.

Nogueira K S, Daur AV, Cogo LL, Monteiro CLB, Costa L MD. Resisténcia a Carbapenemicos em
Escherichia coli ¢ Klebsiella pneumoniae Produtoras de Beta-Lactamase de Espectro
Estendido. 25° Congresso Brasileiro de Microbiologia, Resumo ID: 2412-2 2009.

Nordmann P, Girlich D, Poirel L. Detection of carbapenemase producers in Enterobacteriaceae by
use of a novel screening medium. J Clin Microbiol. 2012 Aug; 50 (8): 2761-6.

O'hara CM. Manual and automated instrumentation for identification of Enterobacteriaceae and

other aerobic gram-negative bacilli. Clin Microbiol Rev. 2005 Jan; 18 (1): 147-62.

60



Pan XS, Fisher LM. Cloning and characterization of the parC and parE genes of Streptococcus
pneumoniae encoding DNA topoisomerase IV: role in fluoroquinolone resistance. J
Bacteriol. 1996 Jul; 178 (14): 4060-9.

Pankey GA. Tigecycline. J Antimicrob Chemother. 2005 Sep; 56 (3): 470-80.

Papp-Wallace KM, Taracila MA, Gatta JA, Ohuchi N, Bonomo RA, Nukaga M. Insights into {3-
lactamases from Burkholderia species, two phylogenetically related yet distinct resistance
determinants. J Biol Chem. 2013 Jun 28; 288 (26): 19090-102.

Park YJ, Lee S, Kim YR, Oh EJ, Woo GJ, Lee K. Occurrence of extended-spectrum (beta)-
lactamases and plasmid-mediated AmpC (beta)-lactamases among Korean isolates of
Proteus mirabilis. ] Antimicrob Chemother. 2006 Jan; 57 (1): 156-8.

Pavez M, Mamizuka EM, Lincopan N. Early dissemination of KPC-2-producing Klebsiella
preumoniae strains in Brazil. Antimicrob Agents Chemother. 2009 Jun; 53 (6): 2702.

Peirano G, Seki LM, Val Passos VL, Pinto MC, Guerra LR, Asensi MD. Carbapenem-hydrolysing
beta-lactamase KPC-2 in Klebsiella pneumoniae isolated in Rio de Janeiro, Brazil. J
Antimicrob Chemother. 2009 Feb; 63 (2): 265-8.

Pereira PS, de Araujo CF, Seki LM, Zahner V, Carvalho-Assef AP, Asensi MD. Update of the
molecular epidemiology of KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae in Brazil: spread of
clonal complex 11 (ST11, ST437 and ST340). J Antimicrob Chemother. 2013 Feb; 68 (2):
312-6.

Pitout JD, Le PG, Moore KL, Church DL, Gregson DB. Detection of AmpC beta-lactamases in
Escherichia coli, Klebsiella spp., Salmonella spp. and Proteus mirabilis in a regional
clinical microbiology laboratory. Clin Microbiol Infect. 2010 Feb; 16 (2): 165-70.

Poirel L, Dortet L, Bemmabeu S, Nordmann P. Genetic features of blaNDM-1-positive
Enterobacteriaceae. Antimicrob Agents Chemother. 2011 Nov; 55 (11): 5403-7.

Poirel L, Revathi G, Bemabeu S, Nordmann P. Detection of NDM-I1-producing Klebsiella
preumoniae in Kenya. Antimicrob Agents Chemother. 2011 Feb; 55 (2): 934-6.

Poirel L, Benouda A, Hays C, Nordmann P. Emergence of NDM-1-producing Klebsiella
preumoniae in Morocco. J Antimicrob Chemother. 2011 Dec; 66 (12): 2781-3.

Podschun R, Ullmann U. Klebsiella spp. as nosocomial pathogens: epidemiology, taxonomy, typing

methods, and pathogenicity factors. Clin Microbiol Rev. 1998 Oct; 11 (4): 589-603.

61



Queiroz GM, Silva LM, Pietro RLR, Salgado HRN. Multirresisténcia microbiana e opg¢des
terapéuticas disponiveis. Revista Brasileira de Clinica Médica. 2012 Mar/Abr; 10 (2):
132-8. ‘

Raghunathan A, Samuel L, Tibbetts RJ. Evaluation of a real-time PCR assay for the detection of
the Klebsiella pneumoniae carbapenemase genes in microbiological samples in
comparison with the modified Hodge test. Am J Clin Pathol. 2011Apr; 135 (4): 566-71.

Raz R. Fosfomycin: an old--new antibiotic. Clin Microbiol Infect. 2012 Jan; 18 (1): 4-7.

Rapp RP, Urban C. Klebsiella pneumoniae carbapenemases in Enterobacteriaceae: history,
evolution, and microbiology concerns. Pharmacotherapy. 2012 May; 32 (5): 399-407.

Rice LB, Carias LL, Hutton RA, Rudin SD, Endimiani A, Bonomo RA. The KQ element, a
complex genetic region conferring transferable resistance to carbapenems,
aminoglycosides, and fluoroquinolones in Klebsiella pneumoniae. Antimicrob Agents
Chemother. 2008 Sep; 52 (9): 3427-9.

Rossi F, Andreazzi DB. Resisténcia bacteriana: interpretando o antibiograma. Sdo Paulo. Atheneu.
2005.

Rupp ME, Fey PD. Extended spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae:
considerations for diagnosis, prevention and drug treatment. Drugs. 2003; 63 (4): 353-65.

Sader HS, Mendes RE, Gales AC, Jones RN, Pfaller MA, Zocco C L, Sampaio J. Perfil de
sensibilidade a antimicrobianos de bactérias isoladas do trato respiratdrio baixo de
pacientes com pneumonia internados em hospitais brasileiros — Resultados do Programa
SENTRY, 1997 e 1998. J Pneumol. 2001 mar/abr; 27, (2): 59-67.

Samra Z, Bahar J, Madar-Shapiro L, Aziz N, Israel S, Bishara J. Evaluation of CHROMagar KPC
for rapid detection of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae. J Clin Microbiol. 2008
Sep; 46 (9): 3110-1.

Segal H, Elisha BG. 2006. Resistance to B-lactams, and reduced susceptibility to carbapenems, in
clinical isolates of Klebsiella pneumoniae due to interplay between CTX-M 15 and altered
outer membrane permeability. Southern African Journal of Epidemiology and Infection 1.
Infect. 2006; 21 (2): 41— 44.

Seki LM, Pereira PS, de Souza Mda P, Concei¢cdo Mde S, Marques EA, Porto CO, Colnago EM,
Alves Cde F, Gomes D, Assef AP, Samuelsen @, Asensi MD. Molecular epidemiology of

62



KPC-2- producing Klebsiella pneumoniae isolates in Brazil: the predominance of
sequence type 437. Diagn Microbiol Infect Dis. 2011 Jun; 70 (2): 274-7.

Scherbaum M, Kosters K, Miirbeth RE, Ngoa UA, Kremsner PG, Lell B, Alabi A. Incidence,
pathogens and resistance patterns of nosocomial infections at a rural hospital in Gabon.
BMC Infect Dis. 2014 Mar 4; 14:124,

Sneath, P. H. ; Sokal, R. R. Numerical taxonomy: the principles and practice of numerical
classifications. San Francisco: W. H. freeman. 1973; p.573.

Sood S. Identification and differentiation of carbapenemases in Klebsiella prneumoniae: a
phenotypic test evaluation study from jaipur, India. J Clin Diagn Res. 2014 Jul; 8 (7):
DCO01-3.

Souli M, Galani I, Boukovalas S, Gourgoulis MG, Chryssouli Z, Kanellakopoulou K, Panagea T,
Giamarellou H. In vitro interactions of antimicrobial combinations with fosfomycin
against KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae and protection of resistance
development. Antimicrob Agents Chemother. 2011 May; 55 (5): 2395-7.

Stock I. [Infectious diseases caused by carbapenemase-producing Enterobacteriaceae--a particular
challenge for antibacterial therapy]. Med Monatsschr Pharm. 2014 May; 37 (5):162-72,
quiz 173-4. Review.

Tansarli GS, Poulikakos P, Kapaskelis A, Falagas ME. Proportion of extended-spectrum (-
lactamase (ESBL)-producing isolates among Enterobacteriaceae in Aftrica: evaluation of
the evidence--systematic review. J Antimicrob Chemother. 2014 May; 69 (5): 1177-84.

Tenover FC. Mechanisms of antimicrobial resistance in bacteria. Am J Med. 2006 Jun; 119 (6
Suppl 1): S3-10; discussion S62-70.

Thiolas A, Bollet C, La Scola B, Raoult D, Pages JM. Successive emergence of Enterobacter
aerogenes strains resistant to imipenem and colistin in a patient. Antimicrob Agents
Chemother. 2005 Apr; 49 (4): 1354-8.

Torres A, Liapikou A. Levofloxacin for the treatment of respiratory tract infections. Expert Opin
Pharmacother. 2012 Jun; 13 (8): 1203-12.

Trabulsi L R, Alterthum F. Microbiologia. 5 ed. Atheneu, Séo Paulo, 2008.

Tsakris A, Kristo I, Poulou A, Markou F, Ikonomidis A, Pournaras S. First occurrence of KPC-2-
possessing Klebsiella pneumoniae in a Greek hospital and recommendation for detection

with boronic acid disc tests. J] Antimicrob Chemother. 2008 Dec; 62 (6): 1257-60.

63



Tsakris A, Poulou A, Themeli-Digalaki K, Voulgari E, Pittaras T, Sofianou D, Pournaras S,
Petropoulou D. Use of boronic acid disk tests to detect extended-spectrum beta-lactamases
in clinical isolates of KPC carbapenemase-possessing Enterobacteriaceae. J Clin
Microbiol. 2009 Nov; 47 (11): 3420-6.

Van Duin D, Kaye KS, Neuner EA, Bonomo RA. Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae: a
review of treatment and outcomes. Diagn Microbiol Infect Dis. 2013 Feb; 75 (2): 115-20.

Wozniak A, Villagra NA, Undabarrena A, Gallardo N, Keller N, Moraga M, Roman JC, Mora GC,
Garcia P. Porin alterations present in non-carbapenemase-producing Enterobacteriaceae
with high and intermediate levels of carbapenem resistance in Chile. J] Med Microbiol.
2012 Sep; 61 (Pt 9): 1270-9.

Yigit H, Queenan AM, Anderson GJ, Domenech-Sanchez A, Biddle JW, Steward CD, Alberti S,
Bush K, Tenover FC. Novel carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase, KPC-1, from a
carbapenem-resistant strain of Klebsiella pneumoniae. Antimicrob Agents Chemother.
2001 Apr; 45 (4): 1151-61.

Yigit H, Queenan AM, Anderson GJ, Domenech-Sanchez A, Biddle JW, Steward CD, Alberti S,
Bush K, Tenover FC. Novel carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase, KPC-1, from a
carbapenem-resistant strain of Klebsiella pneumoniae. Antimicrob Agents Chemother.
2001 Apr; 45 (4): 1151-61.

Yong D, Toleman MA, Giske CG, Cho HS, Sundman K, Lee K, Walsh TR. Characterization of a
new metallo-beta-lactamase gene, bla(NDM-1), and a novel erythromycin esterase gene
carried on a unique genetic structure in Klebsiella pneumoniae sequence type 14 from
India. Antimicrob Agents Chemother. 2009 Dec; 53 (12): 5046-54.

Zavascki AP, Machado AB, de Oliveira KR, Superti SV, Pilger DA, Cantarelli VV, Pereira PR,
Lieberkmecht AC, Barth AL. KPC-2-producing Enterobacter cloacae in two cities from
Southern Brazil. Int J Antimicrob Agents. 2009 Sep; 34 (3): 286-8.

Zhanel GG, Ennis K, Vercaigne L, Walkty A, Gin AS, Embil J, Smith H, Hoban DJ. A critical
review of the fluoroquinolones: focus on respiratory infections. Drugs. 2002; 62 (1): 13-

59.

64



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	lucia_nhambe_20_21_oti.pdf
	Page 1
	Page 2

	lucia_nhambe_12_oti.pdf
	Page 1

	lucia_nhambe_m_15_oti.pdf
	Page 1

	lucia_nhambe_m_23_66_oti.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45
	luvia_nhambe_m_curriculo_oti.pdf
	Page 1
	Page 2





