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RESUMO

Objetivo: Avaliar o desempenho do disco de ertapenem para
predizer micro-organismos produtores de Klebsiella pneumoniae
carbapenemase. Métodos: Bacilos Gram-negativos isolados em
cultura entre janeiro de 2010 e junho de 2011 foram testados por
disco-difusao (Oxoid™) para ertapenem, meropenem e imipenem. As
cepas consideradas intermedidrias ou resistentes (halo<22mm) para
ertapenem foram encaminhadas para a pesquisa do blakec por reagao
em cadeia da polimerase. Calcularam-se o valor preditivo positivo € a
especificidade do disco. Resultados: Foram realizadas 21.839 culturas
nesse periodo, sendo 3.010 (13,78%) positivas. Bacilos Gram-negativos
foram isolados em 708 (23,52%) destas. A zona de inibicdo do disco
de ertapenem foi <22mm para 111 (15,67%) dos isolados. A pesquisa
do blakec caracterizou 40 cepas produtoras de Klebsiella peneumoniae
carbapenemase. Nao houve nenhum caso de disco intermediério ou
resistente para meropenem ou imipenem com ertapenem sensivel.
0 valor preditivo positivo foi de 36% e a especificidade calculada
do disco de ertapenem para producéo de Klebsiella pneumoniae
carbapenemase foi de 89% em nosso servico. Concluséo: A resisténcia
ao disco de ertapenem ndo define bacilo produtor de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase. Mecanismos, como producéo de outras
betalactamases e perda de porinas, podem estar implicados. Sugere-
se a necessidade da confirmagdo da presenca do gene blakec. O
ertapenem, portanto, mostrou-se fraco preditor para discriminar cepas
produtoras de Klebsiella pneumoniae carbapenemase.

Descritores: Klebsiella; Carbapenémicos; Farmacorresisténcia bacteriana
miltipla

ABSTRACT

Objective: To evaluate ertapenem disk performance to predict Klebsiella
pneumonie carbapenemase production by Gram-negative bacilli.
Methods: All Gram-negative bacilli isolated between January 2010
and June 2011 were tested by disk diffusion (Oxoid ™) for sensitivity
to ertapenem, meropenem and imipenem. Resistant or intermediate
sensitivity strains (diameter <22 mm for ertapenem) were also
tested for the blaxc gene by polymerase chain reaction. Disk
predictive positive value for Klebsiella pneumoniae carbapenemase
and specificity were calculated. Results: Out of the 21839 cultures
performed, 3010 (13.78%) were positive, and Gram-negative bacilli
were isolated in 708 (23.52%) of them. Zone of inhibition diameter for
ertapenem disk was <22 mm for 111 isolates, representing 15.7%
of all Gram-negative isolates. The PCR assay for blaxec detected
40 Klebsiella pneumoniae carbapenemase-producing strains. No
strains intermediate or resistant to meropenem and imipenem
were sensitive to ertapenem. The ertapenem disk presented a
positive predictive value of 36% to predict blaxec and 89% specificity.
Conclusion: The resistance of Gram-negative bacilli detected by disk
diffusion against ertapenem does not predict Klebsiella pneumoniae
carbapenemase production. Other mechanisms, such as production
of other betalactamases and porin loss, may be implicated. The
need to confirm the presence of the blakec is suggested. Therefore,
ertapenem was a weak predictor for discriminating strains that
produce Klebsiella pneumoniae carbapenemase.
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INTRODUGAO

O ertapenem (ERT) é um beta-metil-carbapenémico
ativo contra bactérias Gram-negativas produtoras de be-
talactamases de espectro estendido (ESBL) ou AmpC,
amplamente utilizado na prética clinica desde 2001. Nos
Estados Unidos, a emergéncia de resisténcia aos carba-
penémicos estd relacionada mais comumente a produ-
cao de carbapenemases, como as metalobetalactamases
e Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). No en-
tanto, outros mecanismos podem estar envolvidos na re-
sisténcia a essa classe de antibidticos, como a perda de
porinas em associacao a producido de ESBL ou AmpC®.

A KPC € uma carbapenemase da classe A que ina-
tiva todos os betalactamicos, identificada inicialmente
em Klebsiella pneumoniae, porém descrita esporadica-
mente em outras enterobactérias. Essa enzima € codifi-
cada por sequéncias relacionadas a transposons e iden-
tificadas em plasmidios conjugativos com alto poder de
disseminagao®.

O reconhecimento de bacilos Gram-negativos (BGN)
produtores de KPC é mandatdrio, uma vez que esses mi-
cro-organismos podem determinar infecgoes graves, e 0s
carbapenémicos (imipenem — IMP e meropenem — MER)
sdo terapia de escolha para muitas infecgoes nosoco-
miais, além da identificacdo dos individuos portadores
da bactéria permitir o controle da disseminacdo desses
agentes. Uma ferramenta fenotipica ideal para identifi-
cacao ainda nao foi descrita; as que estao disponiveis nao
diferenciam os mecanismos de resisténcia®.

A recomendacdo atual da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) consiste na realizacao
de screening por disco-difusdo com carbapenémicos e
na determinacao das concentracoes inibitorias minimas
(CIM), seguidas da confirmacado pela pesquisa do gene
blaxrc por biologia molecular®. O disco de ERT é consi-
derado marcador bastante sensivel, porém os dados so-
bre sua especificidade sao subjetivos e conflitantes, quan-
do comparadas a literatura nacional e internacional®®.

OBJETIVOS

Avaliar o valor preditivo positivo e a especificidade do
disco de ertapenem para predizer bacilos Gram-negati-
vos produtores de KPC.

METODOS

BGNSs isolados em culturas de material bioldgico, co-
letadas e processadas no Hospital Municipal Dr Moiysés
Deautch, em M “Boi Mirim (SP), entre janeiro de 2010
e junho de 2011, foram testados por disco-difusao
(Oxo0id™) para ERT, MER e IMP em placas de Agar
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Mueller-Hinton (BioMérieux®). Utilizaram-se os crité-
rios interpretativos sugeridos por Nota Técnica divulga-
da pela ANVISA, em 2010.

As cepas consideradas intermedidrias ou resisten-
tes para ERT (halo<22mm), MER (halo<20mm) ou
IMP (halo<20mm) foram encaminhadas para a pes-
quisa do gene blaxec por reacdo em cadeia da polime-
rase (PCR). A extracdo do DNA foi realizada como
descrito previamente. Utilizaram-se o primer direto
5"TCGCTAACTCGAACAGG3” e o reverso 5 'TTAC
TGCCCGTTGACGCCCAATCC3 "para amplificacao.

Calcularam-se o valor preditivo positivo (VPP) e a
especificidade do disco de ERT. O VPP foi calculado
baseado na razdo verdadeiro positivo (VP)/VP+falso
positivo (FP), na qual VP representa as cepas positivas
para o gene blaxec ¢ FP € 0 nimero de cepas resisten-
tes para ERT, porém com PCR negativo. Assumindo a
sensibilidade de ERT como 100%, a especificidade foi
calculada pela razao d/b+d, sendo que d representa as
cepas ERT sensiveis e b ERT resistente ou intermedia-
rio com pesquisa negativa para blaxrc.

RESULTADOS

Foram realizadas 21.839 culturas de diversos materiais
biologicos nesse periodo, sendo 3.010 (13,78%) positi-
vas. BGN foram isolados em 708 (23,52%) destas.

A zona de inibicao do disco de ERT foi <22mm para
111 (15,67%) dos isolados, sendo considerado resistente
em 96 (86,48%) e intermedidrio em 15 (13,51%) delas.
As cepas foram encaminhadas para pesquisa molecular.

A pesquisa do blaxec caracterizou 40 cepas pro-
dutoras de KPC, sendo a Klebsiella pneumoniae identifi-
cada bioquimicamente em 38 casos e o Enterobacter
cloacae em 2 casos. Os sitios de isolamento foram urina
em 16 dos casos, swab retal/anal em 17, secrecao tra-
queal em 4, sangue em 2 e secrecdo de abscesso pan-
creatico em 1 dos casos. Onze dos pacientes infectados
evoluiram a 6bito. Em todos os casos positivos para o
gene, o0 halo do disco de ERT foi considerado resisten-
te. Nao houve nenhum caso de disco intermediario ou
resistente para MER ou IMP com ERT sensivel.

Diante dos resultados obtidos, 40 cepas positivas
para blaxec, em 111 que resultaram resistentes ou inter-
mediarias para ERT, dentre os 708 BGN isolados, o VPP
foi de 36% e a especificidade calculada do disco de ERT
para producio de KPC foi de 89% em nosso servigo.

DISCUSSAO

O estudo de Anderson et al.”) ressalta, pelo potencial
impacto clinico, a importancia de realizar testes que
avaliem a sensibilidade ao ERT, uma vez que se trata do
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indicador mais sensivel para deteccdo de KPC, indepen-
dentemente do método utilizado. No entanto, Woodford
et al.® descreveram que a resisténcia a esse carbapené-
mico in vitro nao ¢ especifica para a producao de KPC,
principalmente quando considerados os centros onde
bactérias produtoras de carbapenemases sao incomuns.
Apresentam-se dados objetivos sobre o VPP e a es-
pecificidade do disco de ERT para predizer KPC em
nosso servico. Observou-se que a resisténcia ao disco
de ERT nao define BGN produtor de KPC. Outros
mecanismos de resisténcia, como producao de outras
betalactamases e perda de porinas, podem estar impli-
cados. Portanto, o ERT mostrou-se fraco preditor para
discriminar cepas produtoras de KPC em nossa coorte.

CONCLUSAO

Apesar dos esforcos na busca de um método fenotipico
ideal para rastrear a produgao de KPC, ainda nio ha re-
sultados que corroborem a utilizagao dessas ferramentas
isoladamente. Muitos grupos trabalham atualmente na
busca das melhores metodologias, sem conclusoes defi-
nitivas. Reforcando as orientacoes da ANVISA, os da-
dos obtidos apontam para a necessidade da confirmagao
da presenca do gene blaxec por técnicas de biologia mo-
lecular para definicido da producao de KPC.
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