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RESUMO

As enterobactérias constituem importantes agentes causadores de infeccdes
nosocomiais e possuem alta capacidade em adquirir mecanismos de resisténcia,
inclusive aos carbapenémicos, que sdo os principais farmacos utilizados para o
tratamento das infec¢cdes causadas por esses microrganismos. Assim, as opc¢des
terapéuticas tornaram-se restritas e as polimixinas (polimixina B e colistina) voltaram
a ser utilizadas na pratica clinica. Estudos descrevem a ocorréncia de
heterorresisténcia a colistina em enterobactérias. Para a resisténcia adaptativa, ndo
ha relatos atuais para enterobactérias frente a polimixina B. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a presenca destes dois fendmenos de resisténcia a polimixina B,
e sua estabilidade, em isolados de Enterobacteriaceae produtores de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), provenientes de pacientes hospitalizados. A
avaliacdo da heterorresisténcia foi feita através da analise do perfil populacional
(PAP) em 8 isolados de enterobactérias, inoculando-se diluicbes seriadas dos
mesmos em Agar Mueller Hinton contendo diferentes concentracdes de polimixina B.
Os ensaios de resisténcia adaptativa foram realizados para os mesmos isolados,
submetendo-os ao cultivo em concentracdes crescentes de polimixina B. A
determinacdo da estabilidade das subpopulacdes resistentes foi feita através de
passagens dos isolados, por 4 dias consecutivos, em meio livre de antibidtico, e
posterior determinacdo da CIM. A CIM foi reavaliada apos 2 e 6 meses de
estocagem a -80°C para os isolados com subpopulacfes heterorresistentes ou com
resisténcia induzida. Realizou-se técnica de tipagem molecular (PFGE), entre as
populacdes originais e respectivas subpopulacdes resistentes. Foram avaliados 4
isolados de Klebsiella pneumoniae caracterizadas como 4 clones distintos (K1, K2,
K3 e K4), assim como os 3 isolados de Enterobacter cloacae - 2 de clone idéntico
(Ecla e Eclb), mas com perfis fenotipicos distintos e um clonalmente distinto (Ec2),
e uma cepa de Escherichia coli (E1). As CIM iniciais para polimixina B, realizadas
por microdiluicdo em caldo, foram entre 0,0625 e 0,25 pg/mL. Quatro amostras
demonstraram heterorresisténcia (K1, K2, K3 e K4), as quais cresceram nas
concentragbes 2 (K2), 3 (K1, K4) e 6 pg/mL (K3), e suas CIM ap06s 4 dias de
passagem em meio livre de antibiético se mantiveram altas (K1 4 ug/mL, K2 e K3 16

Hg/mL e K4 2 pg/mL). As subpopulagbes heterorresistentes representaram



0,000087% a 0,00036% de suas populagdes originais. Trés amostras demonstraram
resisténcia adaptativa (K1, K3 e K4), as quais cresceram até concentragdo 64 pg/mL
de polimixina B, e a CIM apéds 4 dias de passagem em meio livre de antibiético foi de
32 pg/mL para os trés isolados. As CIM mantiveram-se elevadas apés 2 e 6 meses
de estocagem, tanto para os isolados heterorresistentes como para aqueles da
inducéo da resisténcia. Por PFGE, verificou-se a relagédo clonal entre os isolados
clinicos iniciais e as subpopulacdes resistentes. Dos 8 isolados estudados, 4
apresentaram heterorresisténcia e 3 apresentaram resisténcia adaptativa. A
avaliacdo da CIM ap6s 2 e 6 meses demonstrou estabilidade das subpopulacdes,
sugerindo o envolvimento de mecanismos moleculares para ambos os fenGmenos.
Estudos moleculares devem ser realizados para melhor avaliacdo da
heterorresisténcia e da resisténcia adaptativa, e melhor compreenséo do significado

clinico e implicacdes terapéuticas destes dois fendmenos.

Palavras-chave: enterobactérias, polimixina B, heterorresisténcia, resisténcia

adaptativa.



ABSTRACT

Enterobacteriaceae representants are important agents of nosocomial infections and
have high capacity to acquire mechanisms of resistance, including carbapenems,
which are the major drugs used for the treatment of infections caused by these
microorganisms. Thus, treatment options become limited and polymyxins (polymyxin
B and colistin) were again used in clinical practice. Studies describe the occurrence
of heteroresistance to colistin in Enterobacteriaceae For adaptive resistance, there
are no current reports for those microorganisms front of polymyxin B. The purpose of
this study was to evaluate the presence of these two phenomena of resistance to
polymyxin B, and its stability in isolates of Enterobacteriaceae Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) producing, from hospitalized patients. The evaluation of
heteroresistant was made by examining the population profile (PAP) of 8 isolates of
enterobacteria inoculating serial dilutions thereof in Mueller Hinton agar containing
different concentrations of polymyxin B. The adaptive resistance tests were
performed for the same isolates by subjecting them to growing in increasing
concentrations of polymyxin B. The determination of the stability of resistant
subpopulations was performed after daily sub-cultured in antibiotic-free medium for 4
consecutive days, and subsequent determination of MIC. MICs were reevaluated
after 2 and 6 months of storage at -80 ° C for the isolated subpopulations with
heteroresistant or induced resistance. We conducted molecular typing technique
(PFGE), between the original and resistant subpopulations respective populations.
Were evaluated four isolates of Klebsiella pneumoniae characterized as 4 different
clones (K1, K2, K3 and K4), as well as the three isolates of Enterobacter cloacae - 2
identical clone (EC1A and Eclb), but with different and distinct phenotypic profiles
(Ec2) and a strain of Escherichia coli (E1). The initial MICs for polymyxin B,
performed by broth microdilution, were between 0.0625 and 0.25 pg/mL. Four
samples showed heteroresistance (K1, K2, K3 and K4), which grew at concentrations
2 (K2), 3 (K1, K4) and 6 pg/ml (K3), and their MIC after 4 days passage in antibiotic-
free medium remained high (K1 4 pg/mL, K2 and K3 16 pg/mL and K4 2ug/mL). The
heteroresistant subpopulations represent 0.000087% to 0.00036% of their original
populations. Three samples showed adaptive resistance (K1, K3 and K4), which

growth in polymyxin B concentration of 64 ug/mL and MIC after 4 days passage in



antibiotic-free medium was 32 pg/ml for all three isolates. MICs remained elevated
after 2 and 6 months storage, both isolates heteroresistant as those inducing
resistance. By PFGE, we evaluated the clonal relationship between the initial clinical
isolates and resistant subpopulations. From the 8 isolates studied, 4 isolates
demonstrated heteroresistance and 3 showed adaptive resistance. The evaluation of
the MIC after 2 and 6 months showed stability of subpopulations, suggesting the
involvement of molecular mechanisms for both phenomena. Molecular studies should
be conducted to better evaluation of heteroresistance and adaptive resistance, and
understanding of clinical significance and therapeutic implications of these

phenomena.

Keywords: Enterobacteriaceae,polymyxin B, heteroresistance, adaptive resistance.
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1 INTRODUCAO

A familia Enterobacteriaceae € um grupo heterogéneo de microrganismos,
muitos dos quais fazem parte da microbiota normal do ser humano. Entretanto, s&o
0S microrganismos mais frequentemente isolados em infeccdes humanas,
principalmente em ambientes hospitalares (1). Dentre os diversos representantes
das enterobactérias, Klebsiella pneumoniae destaca-se como um importante

patégeno associado a infec¢Bes comunitarias e nosocomiais (2).

A urgéncia no tratamento de infeccOes graves causadas por microrganismos
multidroga resistentes resultou no uso aumentado de antimicrobianos de amplo
espectro, principalmente os carbapenémicos. Devido ao uso intenso destes
antibidticos, surgiram as enterobactérias e outros importantes patdogenos resistentes

a estes antimicrobianos, causando um problema de saude publica mundial (3, 4).

Como um dos mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos, destacam-se
as carbapenemases, enzimas capazes de conferir resisténcia a praticamente todos
0os todos os antibidticos beta-lactamicos (5, 6). Dentro das enterobactérias, a
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) € uma das principais enzimas

responsaveis pela resisténcia destes microrganismos aos carbapenémicos (7, 8).

Com a emergéncia dos microrganismos resistentes aos carbapenémicos, as
polimixinas, as quais ndo eram mais utilizadas desde os anos 1970 pela sua
toxidade (9), voltaram a ser opcdo terapéutica, principalmente em infeccdes
causadas por Gram-negativos em pacientes internados nas Unidades de Terapia
Intensiva, e pela caréncia de novos farmacos para combater esses microrganismos
(20).

As taxas de resisténcia as polimixinas ainda séo consideradas baixas (11). No
entanto, entre as enterobactérias jA sdo descritos casos de resisténcia a esses
antibidticos, principalmente a colistina e em isolados de Klebsiella pneumoniae (12,
13). Assim, compreender 0s mecanismos envolvidos na resisténcia a estes
antibidticos torna-se de extrema importancia, sejam eles mecanismos intrinsecos ao

microrganismo ou adaptativos (14).
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A heterorresisténcia € um fenébmeno que se caracteriza pelo crescimento de
subpopulacdes bacterianas resistentes em meio a uma populacdo sensivel a um
determinado antimicrobiano. Para enterobactérias, este fenbmeno tem sido descrito
principalmente para a colistina e carbapenémicos (13, 15-18). No entanto, o
significado clinico da heterorresisténcia ainda ndo esta bem elucidado, embora
esteja relatado que este fendmeno possa estar associado ao desenvolvimento,

posterior, de isolados totalmente resistentes ou na falha terapéutica (19).

A resisténcia adaptativa é um fenbmeno autorregulado, que se caracteriza
pela rapida inducdo de resisténcia na presenca do antimicrobiano e posterior
reversdo ao fenotipo sensivel na sua auséncia. Diferente da resisténcia genética, a
gual é estavel pelo surgimento de mutacdo cromossdmica ou aquisicdo de elemento
genético, a resisténcia adaptativa demonstra-se instavel e reversivel (20).
Resisténcia adaptativa a polimixina B tem sido descrita em importantes patdgenos,

como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii (20-22).

N&o ha muito entendimento sobre heterorresisténcia e resisténcia adaptativa
para enterobactérias frente a polimixina B. Assim, o objetivo deste trabalho foi o de
avaliar a ocorréncia destes dois fendbmenos, para este antibiotico, em isolados

clinicos de Enterobacteriaceae produtores de KPC.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informagdes

Esta revisdo de literatura apresenta os principais aspectos relacionados as
enterobactérias produtoras de carbapenemases e dois fendbmenos de resisténcia: a
heterorresisténcia e a resisténcia adaptativa. Sao apresentadas, também,
informagbes sobre as polimixinas, bem como mecanismos de resisténcia a estes

antimicrobianos e que podem estar relacionados a ocorréncia desses fendmenos.

A estratégia de busca utilizou a base de dados PubMed e o banco de teses
CAPES, sem limitacdo dos periodos de busca.

As principais estratégias de busca utilizaram os termos “(polymyxin OR
colistin  OR polymyxins) AND (hetero-resistance OR hetero-resistant OR
heteroresistance OR heteroresistant OR adaptive OR inductive)” e “(polymyxin [ti]
OR colistin [t OR polymyxins[ti]) AND (resistance OR resistant) AND
(enterobacteriaceae [ti] OR klebsiella [ti] OR enterobacter [ti] OR escherichia [ti])”.

Utilizando a primeira estratégia de busca, foram localizadas 85 publicacdes e
destas, 33 foram avaliadas e 21 foram utilizadas na revisdo. A segunda estratégia
localizou 142 artigos, sendo que 75 foram selecionados para serem avaliados e 19
foram usados na revisdo. A partir dos estudos selecionados, diversos outros artigos

de interesse foram localizados e utilizados nesta revisao.

2.2 Microrganismos Gram-negativos

Os microrganismos Gram-negativos englobam um grande nimero de familias

bacterianas. Dentre os representantes deste vasto grupo, encontram-se importantes
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patégenos, como a familia Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e

Acinetobacter spp. (6).

Os microrganismos Gram-negativos possuem uma parede celular mais
complexa em relacdo as bactérias Gram-positivas, tanto quimica quanto
estruturalmente. Diferentemente das Gram-positivas, as bactérias Gram-negativas
possuem uma membrana externa a parede celular, a qual mantém a estrutura
bacteriana e funciona como uma barreira de permeabilidade a grandes moléculas e

moléculas hidrofébicas, incluindo alguns antimicrobianos (6).

A membrana externa é dividida em duas camadas: a monocamada interna,
composta por fosfolipideos, e a externa, na qual s&o encontrados
lipopolissacarideos (LPS), os quais sédo estimuladores da resposta imune. Esta
membrana é mantida por ligacdes de cations divalentes, como o magnésio (Mg?*) e
célcio (Ca?"), entre os fosfatos dos LPS e as interagées hidrofébicas entre os LPS e

as proteinas (6).

Os LPS consistem de trés secdes estruturais: lipidio A, nucleo polissacaridico
e antigeno O, sendo o lipidio A um componente basico dos LPS e essencial para a
viabilidade bacteriana (6, 23). O lipidio A possui em esqueleto dissacarideo
glicosamina fosforilado, com acidos graxos ligados para ancorar a estrutura da
membrana externa. Grupos fosfato conectam as unidades de LPS em agregados. A
estrutura do lipidio A € usada na classificacdo das bactérias Gram-negativas, sendo

semelhante para todos os membros da familia Enterobacteriaceae (6).

2.3 Enterobactérias e carbapenemases

A familia Enterobacteriaceae € caracterizada como o0 maior e mais
heterogéneo grupo de bacilos Gram-negativos de importancia clinica, composta por
cerca de cinquenta géneros e centenas de espécies e subespécies. Os
representantes desta familia compartilham um antigeno comum e podem ser méveis
ou iméveis. Ndo formam esporos e podem crescer rapidamente aerdbica e

anaerobicamente em uma variedade de meios. Sdo bactérias que possuem
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necessidades nutricionais simples, fermentam glicose, reduzem o nitrato e sao

catalase positivas e oxidase-negativas (6).

Estes microrganismos fazem parte da microbiota intestinal e séo as bactérias
mais frequentemente isoladas em infeccdes humanas (1). Dentre os diversos
géneros e espécies desta familia, Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter
spp., Citrobacter spp., Serratia marcescens, Proteus spp., Salmonella spp. e Shigella
Spp., encontram-se entre as mais comumente isoladas (24). Klebsiella pneumoniae

€ um importante patégeno relacionado a infec¢gdes comunitarias e hospitalares (2).

Até metade da década de 90, a producdo de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL) e de AmpC representavam 0S principais mecanismos de
resisténcia entre os isolados de enterobactérias, sendo raros os relatos de
resisténcia aos carbapenémicos nessa familia (3). Entretanto, pela urgéncia clinica
no tratamento de infeccbes hospitalares, muitas vezes s&o utilizados potentes
antimicrobianos de amplo espectro antes de serem conhecidos os resultados dos
testes de sensibilidade (25). Incluidos nos antimicrobianos de amplo espectro,
encontram-se o0s carbapenémicos, os quais tém sido largamente utilizados no
tratamento de infeccOes severas causadas por cepas bacterianas multidrogas
resistentes (16, 26). Este aumento da utilizacdo dos carbapenémicos nas ultimas
décadas levou ao surgimento de resisténcia a esses antibidticos, configurando um

problema de saude publica em diversos paises (3, 4).

A resisténcia das enterobactérias aos carbapenémicos pode envolver a
combinagdo de varios mecanismos, entre eles: modificacbes na permeabilidade da
membrana externa e na regulacdo dos sistemas de efluxo, em associacdo com
hiperproducdo de AmpC beta-lactamases ou ESBL; ou producdo de beta-

lactamases especificas na hidrolise de carbapenémicos, as carbapenemases (27).

E preocupante a emergéncia de enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos, principalmente no ambiente hospitalar (27, 28), e a producédo de
carbapenemases representa um dos principais mecanismos de resisténcia a esta
classe de antimicrobianos nestes microrganismos, resultando em concentracdes
inibitérias minimas (CIMs) elevadas para estes antibioticos. Entretanto, as

metodologias padronizadas para avaliagdo da suscetibilidade aos antimicrobianos
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utilizadas na rotina laboratorial, como as descritas pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (29), ndo sé&o capazes de identificar mecanismos de
resisténcia, e estes muitas vezes requerem técnicas moleculares para serem
identificados (28).

O aumento da resisténcia entre os microrganismos Gram-negativos, incluindo
os membros da familia Enterobacteriaceae, faz com que o numero de opc¢des
terapéuticas eficazes para tratar as infec¢cdes causadas por esses patdgenos torne-
se cada vez menor (27, 30, 31), e o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos ainda é limitado (30). As infec¢Bes causadas por isolados Gram-
negativos multidrogas resistentes sdo associadas a aumento de custos, bem como
aumento do tempo de hospitalizacéo, além do incremento das taxas de morbidade e
mortalidade (32).

Dentro da familia Enterobacteriaceae, sao encontradas diversas
carbapenemases, sendo a KPC uma das principais enzimas responsaveis pela
resisténcia das enterobactérias aos carbapenémicos (7, 8). As carbapenemases
apresentam um espectro de acdo abrangente em relacdo a outras beta-lactamases,
e conferem resisténcia a praticamente todos os antibioticos beta-lactamicos,

incluindo penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos (5, 6).

Embora o termo KPC esteja associado a espécie bacteriana onde a enzima
foi isolada e caracterizada pela primeira vez (33), essa denominacdo é comumente
utilizada para descrever a presenca da enzima independentemente da espécie,
considerando que a mesma ja foi identificada em grande parte dos membros da
familia Enterobacteriaceae (34-38). As enzimas do tipo KPC ja foram encontradas,
também, em espécies Gram-negativas nao-fermentadoras, como Pseudomonas

aeruginosa e Acinetobacter baumannii (39-42).

As beta-lactamases do tipo KPC sdo enzimas plasmideo mediadas (8, 43), e,
entre as enterobactérias, Klebsiella pneumoniae é a espécie citada como a maior
produtora de carbapenemase no mundo (8, 16), sendo um importante patégeno

causador de infec¢cbes graves (16).

As enzimas do tipo KPC estdo incluidas dentro da classe das chamadas

carbapenemases classe A. Nesta classificacdo, as carbapenemases estao divididas
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em cinco grupos, KPC, GES, SME, IMI e NMC-A, com base nas caracteristicas

filogenéticas das enzimas (44, 45).

Yigit e colaboradores foram os primeiros a isolar e caracterizar esta nova
classe de carbapenemases, em um isolado de Klebsiella pneumoniae, a qual foi
identificada como KPC-1, na Carolina do Norte, nos Estados Unidos (33). A partir
deste relato, foram descritos casos de outra variante de KPC, diferente de KPC-1 em
um aminodcido, a KPC-2, em pacientes hospitalizados nos Estados Unidos (37, 46,
47). Posteriormente, a partir de um novo sequenciamento, verificou-se que nao
havia distingdo entre os genes blakpc.1 € blakpc.2, sendo as carbapenemases KPC-1
e KPC-2 idénticas (48).

Aléem de KPC-1/KPC-2, outras variantes de carbapenemases do tipo KPC ja
foram isoladas e caracterizadas (KPC-3 até KPC-22), as quais diferem de KPC-
1/KPC-2 pela substituicdo de, no maximo, dois aminoacidos (27, 39, 49-53).

Desde entdo, relatos de representantes da familia Enterobacteriaceae
resistentes aos carbapenémicos tém sido reportados mundialmente (7, 30, 54), e as
enzimas carbapenemases do tipo KPC constituem um problema de saude publica
(31, 55). A rapida disseminacdo de microrganismos resistentes aos carbapenémicos
tem feito com que cuidados comuns com a saude transformem-se em infeccdes

complicadas, nao trataveis com os antimicrobianos disponiveis (56).

Em 2009, foi publicado o primeiro relato no Brasil de enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos produtoras de carbapenemases do tipo KPC, em
isolados de Klebsiella pneumoniae obtidos de pacientes hospitalizados no ano de
2006 (26). Entretanto, as primeiras evidéncias de enterobactérias produtoras de
carbapenemases no Brasil sdo de isolados recuperados de 2005 (57). Desde entéo,
outros relatos de isolados de enterobactérias produtores de KPC tém sido descritos
em todo pais (58-60).

No ano de 2010, houve uma grande dispersdo do gene blakpc2 No pais, e
isolados de Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos foi observada em

varios hospitais em diversos locais do territorio brasileiro (59).



19

2.4 Polimixinas

As polimixinas sédo antibiéticos polipeptideos ciclicos, derivados de Bacilllus
polymyxa, com forte agédo sobre diversos microrganismos Gram-negativos, e foram
disponibilizados pela primeira vez para uso terapéutico na década de 50 (6, 61).
Entre os anos de 1970 e 1980, esta classe de antimicrobianos deixou de ser
utilizada, devido a sua toxicidade e pelo surgimento de farmacos mais potentes e

menos toxicos (9).

Esta classe de antibidticos € composta por um grupo de cinco diferentes
polimixinas: A, B, C, D e E. Porém, somente as polimixinas B e E sdo utilizadas
clinicamente (62), pois as restantes tém uma grande toxicidade. A polimixina E é

também chamada de colistina, sendo derivada do Bacillus colistinus (63).

A estrutura basica da polimixina B € constituida por um anel peptidico
policatidbnico e uma cadeia lateral tripeptidica com um acido graxo na por¢ao final
(64). A polimixina B € uma mistura de, pelo menos, quatro componentes
relacionados: polimixina B1 (acido 6-metiloctanoico), polimixina B2 (acido 6-metil-
heptanoico) e polimixinas B3 e B4, os quais diferem entre si pela cadeia de acido
graxo, sendo B1 e B2 os constituintes majoritarios (Figura 1) (65, 66). Entre as
estruturas da polimixina B e da colistina, h4 apenas um aminoacido de diferenca
(67).

A poliximina B esta disponivel para uso parenteral sob a forma de sulfato de
polimixina B (68). A colistina esta disponivel sob as formas de sulfato de colistina e
metanossulfonato sédico de colistina, sendo administrada por via parenteral na
forma de sal sédico de metanossulfonato de colistina, o qual € uma pré-droga inativa

gue sofre hidrélise in vivo e in vitro para liberar a colistina ativa (2, 69).

As polimixinas sdo antibidticos anfipaticos que atuam por desestabilizacao
das membranas externa celular e citoplasmatica da bactéria, e ligagdo aos
componentes do conjunto celular, como os fosfolipideos e lipopolissacarideos (6,

14). O anel peptidico policatiénico liga-se a membrana externa, por possuir afinidade



20

pelos LPS, deslocando, competitivamente, as pontes de célcio e magnésio que
estabilizam os LPS (64, 68, 70). A porcéo lipidica hidrofébica pode ser considerada a
parte mais potente da molécula de polimixina (71). As cadeias laterais de acidos
graxos também interagem com os LPS, contribuindo para a inser¢do das polimixinas
na membrana externa (68). Assim, ocorre aumento da permeabilidade da membrana
bacteriana, levando a ruptura da mesma, com saida dos constituintes internos e

consequente morte celular (6, 14).

¥-NH,

(a)L-Dab — p-Phe — -Leu

Fatty acid — (o).-Dab —> |-Thr — (¢t)-Dab —> (@, 7)L-Dab

L-Thr «— (0)1-Dab «— (o).-Dab
T-NH, T-NH, ’ ’

¥NH,  y-NH,

Figura 1. Estrutura da Polimixina B. Acido graxo: &cido 6-metiloctanoico para B1, acido 6-metil-
heptanoico para B2, acido octanoico para B3 e &cido heptanoico para B4. Thr: treonina; Leu: leucina;
Dab: acido alfa gama diaminobutirico; Phe: fenilalalanina; onde a e y indicam o grupo amino
envolvidos na a ligacdo peptidica. FONTE: Adaptado de Zavascki et al., 2007 (62).

A polimixina B ndo € capaz de agir sobre bactérias Gram-positivas e
anaerobias. No entanto, possui atividade contra diversos bacilos Gram-negativos,
como as enterobactérias e outras espécies nao-fermentadoras (63, 68, 70-72).
Patogenos importantes, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp.,
comumente sdo sensiveis a polimixina B, incluindo isolados resistentes a diversas
outras classes de antimicrobianos (72). Dentro da familia Enterobaceriaceae,
diversos representantes costumam ser suscetiveis a polimixina B, entre eles
Escherichia coli, Enterobacter spp., Citrobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp.
e Klebsiella spp. (72, 73).

A avaliacdo do perfil de suscetibilidade in vitro para a polimixina B € feita pelo
método de microdiluicAo em caldo, através da determinacdo da CIM. Ainda ndo h&a

padronizacdo para avaliacdo do perfil de suscetibilidade a este antibidtico pelo
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método de disco-difusdo para diversos microrganismos (29), provavelmente pela
baixa difusdo das polimixinas em agar devido ao alto peso molecular das mesmas
(71, 73). Ainda, a atividade das polimixinas in vitro pode ser afetada pela
concentracdo de cétions presentes no agar (72).

O CLSI néo possui padronizacdo para determinacédo da CIM para polimixina
B para enterobactérias (29). Entretanto, a recomendacao é que enterobactérias com
CIM para polimixina B menor ou igual a 2 pg/mL sejam consideradas sensiveis, e
CIM maior ou igual a 4 pg/mL, resistentes (74).

Na década de 90, comecaram a surgir bactérias multirresistentes, incluindo
enterobactérias produtoras de carbapenemases, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii, resistentes aos beta-lactamicos, fluoroquinolonas e
aminoglicosideos (10, 14). Com isso, as polimixinas voltaram a ser opgao
terapéutica no tratamento de infeccbes causadas por Gram-negativos,
principalmente em pacientes internados nas Unidades de Terapia Intensiva, e pela

caréncia de novos farmacos para combater esses microrganismos (10).

2.5 Mecanismos de resisténcia as polimixinas

As polimixinas B e E sdo usadas como opcao terapéutica no tratamento de
infeccBes causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes (10). Apesar de
as taxas de resisténcia as polimixinas serem consideradas baixas (11), j& séo
descritos casos de resisténcia a esses antibidticos, principalmente a colistina e em
isolados de Klebsiella pneumoniae (12, 13, 75-77), e a eficacia clinica destes
antimicrobianos ja esta tornando-se limitada, principalmente quando sdo usados
como monoterapia (56). Acredita-se que a exposi¢cdo prévia as polimixinas e a
utilizacdo de doses abaixo das doses ideais sejam fatores importantes para que 0s

microrganismos desenvolvam resisténcia a estes farmacos (13).

Na familia Enterobacteriaceae, além de Klebsiella spp., a resisténcia a
colistina esta relatada para Enterobacter cloacae e Escherichia coli (13). Muitos dos

casos de Klebsiella pneumoniae resistentes a colistina estdo associados ao clone
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epidémico internacional ST258, o qual € o clone predominante entre os isolados

desta espécie produtores de KPC (75-77).

Ha véarios mecanismos moleculares de resisténcia caracterizados para as
polimixinas em diversas espécies bacterianas, e h& resisténcia cruzada entre
colistina e polimixina B (70). Embora estes mecanismos estejam bem caracterizados
geneticamente, ainda falta conhecimento sobre as propriedades de superficie dos
isolados resistentes a estes antimicrobianos, que impedem fisicamente a ligacao da
molécula de polimixina e impedindo a atividade bactericida (23).

Os microrganismos Gram-negativos, entre eles as enterobactérias, podem
desenvolver resisténcia as polimixinas, principalmente por modificacbes da
membrana externa bacteriana, através da alteracdo dos LPS, diminuindo ou
impedindo a interacdo do antimicrobiano com os LPS (62, 71). A modificacdo dos
LPS esta relacionada a alteragcbes de grupos fosfato do lipidio A pela adicdo de
acucares (71). As alteracbes de LPS podem resultar em uma reducdo da carga
liquida negativa do lipidio A, diminuindo a interagdo das polimixinas com as
bactérias. Assim, pode-se dizer que a modificacdo da carga da superficie bacteriana

esta envolvida com a resisténcia a estes antibioticos (62, 78).

Diversas espécies desenvolveram diferentes mecanismos de modificacdo do
lipidio A com consequente reducdo da carga negativa (62). Uma das principais
modificacdes do lipidio A, que confere resisténcia as polimixinas, esta associada a
adicdo do acucar L-4-amino-4-deoxi-L-arabinose (L-Ara4N), mediada pela enzima
ArnA (79-81). Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica serovar Typhimurium e
Escherichia coli realizam a modificacdo do lipidio A através da adicdo de L-Ara4N
ou, também, pela adicdo de fosfoetanolamina (2, 82-84). Lacour e colaboradores
sugerem que as expressoes dos genes etk e wzc, que codificam tirosinas quinases,
capazes de catalisar reacdes que podem ser essenciais para a biossintese de L-
AradN, possam estar envolvidas com a resisténcia as polimixinas (85, 86). As
alteracdes nos LPS que causam resisténcia as polimixinas também podem ser

mediadas pelas concentragfes de ferro e por alteracdes no pH (87, 88).

A modificagdo dos LPS ndo é o unico mecanismo de resisténcia as

polimixinas (62). Para Klebsiella pneumoniae, esta descrito que a resisténcia as
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polimixinas pode ser dependente da presenca de capsula de polissacaridica

bacteriana (89).

As alteracdes dos LPS séo reguladas por dois sistemas majoritarios de dois
componentes: PhoPQ e PmrAB (71).

A resisténcia as polimixinas também ja é descrita Pseudomonas aeruginosa,
patdgeno que usualmente é suscetivel a esses antimicrobianos (82). Nesta espécie,
o sistema PmrAB parece ser o principal envolvido na regulacdo da resisténcia nao
s6 a polimixina B, mas a outros antibiéticos catidnicos peptidicos. O l6cus pmrAB € o
responsavel por modular a adicdo de aminoarabinose ao lipidio A nesta espécie
(82).

Em Acinetobacter baumannii, outro importante patégeno Gram-negativo, a
resisténcia esta associada com o aumento da expressdo do operon pmrCAB,
especialmente o gene pmrC, responsavel por codificar a proteina que adiciona

fosfoetanolamina ao lipidio A (90).

Em enterobactérias, grande parte dos estudos de resisténcia as polimixinas
esta voltada para Klebsiella pneumoniae, provavelmente pelos casos de resisténcia
a estes antibioticos estarem descritos para esta espécie da familia. Em Klebsiella
pneumoniae, as modificacdes do lipidio A, a partir da adicdo de L-Ara4N, sao
reguladas pelos sistemas PhoPQ-PmrD e PmrAB, os quais sdo ativados em
resposta ao baixo pH, baixas concentracfes de magnésio e altas concentracdes de
ferro. O sistema PhoP/PhoQ, ou PhoPQ, estd envolvido com a regulacdo do
magnésio, podendo ativar a resisténcia a polimixina B em condi¢cdes de baixas
concentracfes deste cation. Este sistema PhoPQ esta conectado por uma pequena
proteina, a PmrD. PhoP regula a ativacdo de PmrD, que pode, entdo, se ligar a
PmrA e prolongar o seu estado de fosforilacdo, ativando a expressdo do sistema

PmrA/PmrB, ou PmrAB, para promover a resisténcia a polimixina (91).

by

Estudos em isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes a colistina
avaliaram que a substituicdo de um aminoacido chave em PmrB foi responsavel pelo
fendtipo de resisténcia ao antibidtico, a partir da superexpressao dos operons

pmrCAB e pmrHFIJKLM pela modificacdo de PmrB. Acredita-se que nesta espécie,
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o sistema de regulacdo PmrAB possua um papel majoritario na resisténcia as
polimixinas (92).

A exposicao a polimixina nas diferentes fases de crescimento bacteriano pode
alterar o padrao de expressao dos sistemas PhoPQ, PmrAB e PmrD, este Gltimo um
conector que regula a expressao de pmrAB. Em Klebsiella pneumoniae, na presenca
de colistina, a expressao de phoPQ e prmD diminuiu com o crescimento. Na
auséncia do antibidtico, houve as maiores expressdes de pmrAB, pmrD e phoPQ
durante a fase estacionaria. Isso indica que a expressao dos sistemas regulatorios é

modificada de acordo com a exposi¢ao ao antibiético (78).

Os mecanismos subjacentes que regulam a resisténcia as polimixinas ainda
nao sao totalmente esclarecidos (2). Analises gendmicas sugerem que alteracdes do
gene mgrB, suprarregulacédo do sistema PhoPQ, ativacdo do operon pmrHFIJKLM
regulado por PmrA e a presenca da aminotransferase ArnB, sejam mecanismos
envolvidos com alteracdes nos LPS relacionados com a resisténcia as polimixinas
em diversos patdgenos, incluindo Klebsiella pneumoniae e outras enterobactérias
(93-96).

Embora alteragdes no gene mgrB sejam comumente encontradas em isolados
de Klebsiella pneumoniae resistentes a colistina (12, 97, 98), Gaibani e
colaboradores demonstraram que alguns destes isolados possuiam o gene mgrB
com sua sequéncia completa, sugerindo que outros genes possam estar, também,

envolvidos na resisténcia a este antibiotico (96).

2.6 Heterorresisténcia

A heterorresisténcia pode ser definida como a presenca de subpopulaces
resistentes a um determinado antibiético dentro de uma populacdo sensivel ao
mesmo. Estas subpopulacbes sdo detectadas pelo crescimento de colénias
bacterianas em meio de cultura contendo concentragdes de antimicrobiano

superiores as concentragdes inibitérias minimas iniciais daquele isolado.
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Ainda, dentro de uma populacdo sensivel, pode-se encontrar subpopulacfes
que apresentam CIMs superiores as CIMs originais, mas em valores que nao
consideram a subpopulacdo como resistente. Estas subpopulagbes podem ser
chamadas de heterogéneas (99).

Os mecanismos envolvidos com o fendmeno da heterorresisténcia ainda sao
incertos, mas acredita-se que 0 aparecimento de subpopulacdes resistentes as
polimixinas esteja relacionado com modificacdes nos LPS por diversas vias (2).

A emergéncia da heterorresisténcia € associada com a exposi¢ao a dosagens
subinibitérias de polimixina e com a exposicado prévia ao antimicrobiano. Entretanto,

o significado clinico deste fen6meno ainda é incerto (71, 100).

Alguns autores afirmam que a ocorréncia de heterorresisténcia pode ser um
fendmeno ndo associado a exposicdo prévia a polimixina. Li e colaboradores
encontraram subpopulagfes resistentes a colistina, em isolados de Acinetobacter
baumannii, em pacientes que ndo haviam sido expostos previamente ao

antimicrobiano (101).

Napier e colaboradores relatam que a heterorresisténcia a um antibiético pode
conferir resisténcia cruzada a um componente do sistema imune inato. Os autores
verificaram que um isolado heterorresistente a colistina de Enterobacter cloacae
apresentou resisténcia cruzada a lisozima do hospedeiro. Com isso, sugere-se que
a heterorresisténcia a este antimicrobiano possa ter impacto no desfecho clinico,
pois este fenbmeno poderia interferir negativamente nas defesas imunes inatas

(102).

Entre os isolados produtores de KPC, particularmente em Klebsiella
pneumoniae, 0 aparecimento de cepas resistentes as polimixinas pode estar
associado a presenca de subpopulacdes heterorresistentes, as quais podem tornar-
se rapidamente a populacdo dominante e irreversivelmente resistente a estes
antibiéticos, tanto in vitro como in vivo (56). Uma das alternativas sugeridas para
evitar falhas terapéuticas, pelo aparecimento destas subpopulacdes, é fazer uso de
uma polimixina em combinacdo sinérgica com outro antimicrobiano. Combinacdes

de colistina com rifampicina e colistina com doripenem mostraram eficazes em evitar
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0 aparecimento das subpopulagbes heterorresistentes de Klebsiella pneumoniae in
vitro (56, 103).

A maioria dos estudos de heterorresisténcia as polimixinas avalia a presenca
de subpopulacdes resistentes frente a colistina. Estudos relatam a ocorréncia do
fenbmeno de heterorresisténcia para este antibidtico em isolados de Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae e Acinetobacter baumannii (13, 15, 16, 102, 104-
106).

Os isolados de Klebsiella pneumoniae demonstraram estabilidade das
subpopulacdes heterorresistentes para a colistina. A propor¢ao das subpopulagdes
resistentes foi entre 3,5x10™ a 4,4x10”, para os isolados provenientes de pacientes

previamente expostos a colistina, e 1,5x10” a 3,2x107, para os isolados sem

exposigao prévia (15).

Em Acinetobacter baumannii, esta descrito o aparecimento de subpopulacdes
heterorresistentes a colistina em uma frequéncia de 1x10, para concentra¢des do
antibidtico superiores a 6 pg/mL (106). Estudos anteriores verificaram proporcdes de
subpopulacdes com heterorresisténcia estavel a colistina de 0,000211% para este
patdégeno (100), embora os primeiros relatos de Acinetobacter baumannii com
subpopulacdes resistentes a este antibidtico tenham encontrado frequéncias ente
0,00001 e 0,000001% (101).

Para a polimixina B, em enterobactérias, encontra-se descrita a ocorréncia de
subpopulacdes heterorresistentes em Enterobacter spp., a partir de um estudo que
comparou diferentes métodos para determinacédo da CIM dos isolados frente a este
antimicrobiano. Neste estudo, os autores verificaram que a presenca de
susbpopulacdes heterorresistentes interferiu na interpretacdo dos testes de
suscetibilidade, levando a diferentes categorizacfes dos isolados, entre resistentes

ou suscetivies, quando comparados por diferentes métodos (107).

A presenca de subpopulacdes heterorresistentes e com suscetibilidade
heterogénea a polimixina B, apesar de incomum, também ja foi observada em
isolados Pseudomonas aeruginosa, com frequéncias das subpopulacdes entre
2.1x10" e 6.9x10°® (99).
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Em enterobactérias, ja foi observada a ocorréncia de heterorresisténcia para
outras classes de antimicrobianos. A presenca de subpopulagfes resistentes ja foi
relatada para Klebsiella pneumoniae frente aos carbapenémicos imipenem e
meropenem (17, 18). Para o imipenem, a andlise do perfil populacional (PAP)
encontrou propor¢cdes de subpopulacdes, que cresceram nas concentracoes mais
altas de antibiéticos, variando entre 3x107 e 5 x10® (17). Para 0 meropenem, as
proporgbes variaram entre 1,5x10° e 2,3x10® (18). A heterorresisténcia aos
carbapenémicos foi associada a uma maior expressdo do gene blakpc das
subpopulacdes resistentes quando comparadas as populagdes iniciais. Entretanto,
esta expressdo aumentada ndo demonstrou ser um fendmeno estavel, pois as CIMs
dos isolados heterorresistentes voltaram aos niveis originais apos passagens diarias

dos in6culos para meio livre de antibiotico (18).

A presenca da heterorresisténcia dificilmente é detectada nas analises de
rotina do laboratorio de microbiologia. A determinacdo apenas da CIM inicial para
um determinado isolado pode ndo ser o suficiente para detectar a ocorréncia de
subpopulacdes heterorresistentes e guiar o tratamento clinico adequado (15). A
analise do perfil populacional € considerada referéncia para deteccdo de
subpopulacdes heterorresistentes, embora seja uma técnica dificil de ser

implementada na rotina laboratorial (13).

A presenca de isolados heterorresistentes pode dificultar a interpretacdo de
diferentes testes de suscetibilidade (107). Estudos que comparam diferentes testes,
usados comumente na rotina, relatam que os métodos ndo séo igualmente capazes
de detectar as subpopulacdes resistentes. Muitas vezes, ha discordancia
significativa nos valores de CIMs dos isolados quando testados por diferentes
métodos, levando a categorizacBes distintas entre testes de sensibilidade (17, 25,
104). Os testes de suscetibilidade estdo mais sujeitos a serem inadequadamente
interpretados, pela presenca destas subpopulacées, quando sao utilizados sistemas
automatizados na rotina para determinacdo das CIMs (17, 18). Assim, torna-se
importante o desenvolvimento de testes de suscetibilidade que sejam capazes de

detectar subpopulacdes resistentes (16).
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2.7 Resisténcia adaptativa

A resisténcia adaptativa ou resisténcia induzida pode ser definida como um
fenbmeno autorregulado, que se caracteriza pela r4pida inducdo de resisténcia na
presenca do farmaco e posterior reversdo ao fenotipo sensivel na sua auséncia.
Este fendbmeno ndo é causado pela selecdo de cepas mutantes resistentes, mas
sim, por alteracdes fenotipicas para que o microrganismo sobreviva ao efeito letal do
farmaco. Diferente da resisténcia genética, a qual é estavel pelo surgimento de
mutacdo cromossémica ou aquisicdo de elemento genético, a resisténcia adaptativa

demonstra-se instavel e reversivel (20).

O termo ‘resisténcia adaptativa’ surgiu em 1971, quando um estudo verificou
gue as células vivas sédo adaptaveis as modificacdes ambientais, e que este conceito
poderia ser estendido aos microrganismos de modo semelhante, a partir do
desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias a um agente antimicrobiano, quando

expostas a um ambiente na presenca deste (108).

No final da década de 1990, estudos de resisténcia adaptativa a polimixina B,
em isolados de Pseudomonas aeruginosa, sugeriam que a perda de acidos graxos
hidroxilados dos LPS poderiam perturbar a hidrofobicidade da membrana externa
bacteriana, sendo um fator importante no desenvolvimento da resisténcia induzida a
este antimicrobiano (109). Anteriormente, ja havia sido demonstrado que
importantes elementos da membrana externa bacteriana, como cétions divalentes e
fosfolipideos, estariam drasticamente diminuidos em microrganismos adaptados a
polimixina B e que estes elementos retornavam ao normal na auséncia do
antimicrobiano (110). Assim, componentes que interagem com os LPS poderiam

estar diretamente relacionados com a resisténcia induzida a polimixina B (109).

Embora a resisténcia a polimixinas na pratica clinica ndo seja comum (20),
estudos sobre a resisténcia adaptativa a este grupo de antimicrobianos foram
descritos entre os anos 1970 e 1980 em isolados de bactérias Gram-negativas (111,
112).
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Entre importantes patdégenos causadores de infec¢cbes nosocomiais, sabe-se
que Pseudomonas aeruginosa € um microrganismo capaz de desenvolver
resisténcia a diversos antibidticos, seja de modo permanente ou temporério (113).
Estudos in vitro, com exposicdo a concentracdes crescentes de colistina,
demonstraram o desenvolvimento de resisténcia adaptativa neste microrganismo,
com reducdo gradual no efeito do farmaco e diminuicdo da capacidade bactericida
do mesmo. O fendmeno mostrou-se reversivel, e o grau de suscetibilidade a
colistina retornou aos niveis basais quando da retirada do antimicrobiano. Acredita-
se que os sistemas PhoPQ e PmrAB sejam também responsaveis por regular este
tipo de resisténcia, a partir de modificagcbes dos LPS (114). Para Pseudomonas
aeruginosa, € proposto, ainda, que outros sistemas estejam envolvidos com este tipo
de resisténcia. Um deles seria 0 ParRS, o qual € necesséario pra modificacdo do
operon na presenca de concentragcdes subinibitérias de polimixina B e colistina (21).
Também esta descrito o sistema regulatorio de dois componentes, CprRS, como um
dos responsaveis pela resisténcia adaptativa neste patdégeno, podendo ser este

sistema mais especifico nesta regulacdo em comparacéo aos outros (115).

Estudos com polimixina B, em isolados de Pseudomonas aeruginosa, com
fendtipos de resisténcia induzida reprodutiveis, a partir da observacdo dos
chamados “skipped wells”, que se caracterizam pelo aparecimento de pogos com
turbidez extra nos testes de microdiluicdo em caldo, demonstraram superexpressao
de trés genes, phoQ, arnB e PA4773, este ultimo do operon pmrAB, apenas nas

concentragdes dos “skipped wells” (116).

Em isolados de Acinetobacter baumannii, também ja foi verificada a
ocorréncia do fenbmeno de resisténcia induzida e reversivel a partir da exposicao

dos isolados a concentracdes crescentes de polimixina B (22).

Embora ja tenha sido relatada a ocorréncia de resisténcia induzida em
importantes patdgenos como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii,
para enterobactérias ndo sdo encontrados estudos sobre o desenvolvimento de

resisténcia adaptativa as polimixinas.

Para enterobactérias, estdo descritos casos de resisténcia adaptativa para

outras classes de antimirobianos, como aos carbapenémicos. Resisténcia induzida
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ao imipenem esta relatada para Enterobacter aerogenes, e a resposta adaptativa foi
relacionada com a alteragdo na expressdo de porinas associada a modificacdo na
expresséo de bombas de efluxo (117).



3 JUSTIFICATIVA

Considerando que a polimixina B torna-se uma das Unicas opcgoes
terapéuticas em muitas infeccbes nosocomiais causadas por microrganismos da
familia Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos, uma melhor
compreensao dos fendbmenos de heterorresisténcia e da resisténcia adaptativa
nesses isolados é de grande importancia. Esses fenbmenos podem, teoricamente,
levar a falhas terapéuticas, e os mesmos ndo sao detectados por técnicas
microbiologicas utilizadas na rotina do laboratorio. Desta forma, um estudo que
avalie a presenca desses fendmenos em bactérias envolvidas na etiologia de
infeccdes hospitalares torna-se necessario, para melhor entendimento dos

significados clinicos e possiveis implicacfes terapéuticas.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal

Avaliar a ocorréncia da heterorresisténcia e da resisténcia adaptativa a
polimixina B em isolados clinicos de Enterobacteriaceae produtores de Klebsiella

pneumoniae carbapenemase (KPC).

4.2 Objetivos secundarios

1. Determinar a Concentracao Inibitéria Minima a polimixina B de isolados de

Enterobacteriaceae produtores de KPC;

2. Avaliar a heterorresisténcia a polimixina B em isolados clinicos de

Enterobacteriaceae produtores de KPC sensiveis a polimixina;

3. Avaliar a resisténcia adaptativa a polimixina B em isolados clinicos de

Enterobacteriaceae produtores de KPC sensiveis a polimixina,
4. Avaliar a estabilidade das subpopula¢des heterogéneas;
5. Avaliar a estabilidade do fenétipo de resisténcia adaptativa a polimixina B;

6. Determinar a relacdo clonal entre os isolados clinicos originais e suas
subpopulacdes resistentes tanto nos ensaios de heterorresisténcia como

na resisténcia induzida.
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Abstract

Background: Enterobacteriaceae representants are important agents of nosocomial
infections and have high capacity to acquire mechanisms of resistance. Resistance
rates to polymyxin B in surveillance studies have been low despite its increasing use
worldwide as the last resort therapy for multidrug resistant Gram-negative bacilli.
However, two other resistance phenotypes, hetero- and adaptive resistance, have
been reported to polymyxin. “We aimed to investigate the presence of polymyxin B
hetero- and adaptive resistance and evaluate the stability of these phenomenon in
Klebsiella pneumoniae carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (KPE)
isolates.

Methods: EKP isolates were recovered from hospitalized patients at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Heteroresistance was determined by population
analysis profile (PAP). Adaptive resistance was evaluated after serial daily passages
of isolates in Mueller-Hinton Agar containing increasing polymyxin B concentrations.
MICs of polymyxin B of colonies growing at the highest polymyxin B concentration
were further determined after daily subcultured in antibiotic-free medium and after
storage at -80°C. By PFGE, we evaluated the clonal relationship between the initial
clinical isolates and resistant subpopulations.

Results: Were evaluated four isolates of Klebsiella pneumoniae characterized as
four different clones (K1, K2, K3 and K4), as well as the three isolates of
Enterobacter cloacae - two identical clone (EC1A and Eclb), but with different and
distinct phenotypic profiles (Ec2) and a strain of Escherichia coli (E1). The initial
MICs for polymyxin B, performed by broth microdilution, were between 0.0625 and
0.25 ug/mL. Four strains were heteroresistants (K1, K2, K3 and K4) which growth in
concentrations 2 (K2), 3 (K1, K4) and 6 pug/ml (K3), and their MIC after four days
passage through free antibiotic medium remained high (K1 4 pg/mL, K2 and K3 16
pg/mL and K4 2 ug/mL). The heteroresistant subpopulations represent 0.000087% to
0.00036% of their original populations. Three samples showed adaptive resistance
(K1, K3 and K4), which growth in polymyxin B concentration of 64 pug/mL and MIC

after four days passage in antibiotic-free medium was 32 ug/ml for all three isolates.
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MICs remained elevated after two and six months storage, both isolates
heteroresistant as those inducing resistance.

Conclusions: The presence of subpopulations with higher polymyxin B MIC was
extremely common and high level adaptive resistance was very frequent in Klebsiella

pneumoniae isolates.

Keywords

Enterobacteriaceae, polymyxin B, heteroresistance, adaptive resistance,

carbapenemase.

Background

The increasing worldwide prevalence of Enterobacteriaceae multi-drug resistant is of
great concern, since treatment becomes restricted to very few options (1, 2) and
there is high mortality among patients with bloodstream infections caused by
carbapenemase-producing bacteria (3). In the 90s, polymyxins B and E (colistin)
back into use as therapeutic option against infections caused by multi-drug resistant
Gram-negative (4, 5), and resistance rates for those antibiotics in surveillance studies
fortunately remain very low (6). However, two relatively poorly understood resistance
phenotypes, hetero- and adaptive resistance, have been reported in these drugs (7-
9).

Heteroresistance is characterized by the growth of resistant subpopulations among a
susceptible population to a particular (10). The adaptive resistance is a self-
regulating phenomenon that is characterized by rapid induction of resistance in the

presence of the antimicrobial and the subsequent reversal in the absence sensitive

(9).
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In polymyxin B, these phenomena are not well known for Enterobacteriaceae. The
objective of this study was to evaluate the occurrence of heteroresistance and
adaptive resistance in isolates of Enterobacteriaceae producing KPC.

Methods
Bacterial Strains

Eight Enterobacteriaceae Klebsiella pneumoniae-carbapenemase-producing (EKP)
isolates were recovered from patients colonized and/or infected at the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Isolates were screened for blakpc by High
Resolution Melt analysis. Those isolates were previously typed by Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) and MICs for carbapenems (ertapenem, imipenem and

meropenem) showed they were resistants for those antibiotics (11).

MICs for polymyxin B were determined by broth microdilution according to Clinical
and Laboratory Standards Institute guidelines (12). Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 and Escherichia coli ATCC 25922 were included as quality control in all tests.
Susceptibility to polymyxin B was considered when an isolate presented a MIC 2

mg/L.

Heteroresistance

Heteroresistance in selected EKP isolates was determined by population analysis
profile (PAP) that is the observation of resistant subpopulations when inoculated
different dilutions of the isolates on agar medium plates containing antibiotic

concentrations over the original MICs.

Isolates were tested in duplicate using 20 uL aliquots from serial dilutions in saline
using a 0.5 McFarland standard inoculum (approximately 10® bacterial colony-forming
units - CFU) on Mueller-Hinton (MH) agar plates containing 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6,

8 and 16 mg/L of polymyxin B. Colonies were counted after 48h of incubation at
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35°C. The limit of counting was 20 CFU/mL. P. aeruginosa ATCC 27853 was used

for quality control.

Isolates containing subpopulations that grew at polymyxin B 22 mg/L were
considered heteroresistant. The frequency of heteroresistant subpopulations was
calculated by dividing the number of CFU on the plate with the highest concentration

of polymyxin B by the number of CFU on the control plate (with no antibiotic).

Polymyxin B MICs of the colonies that grew at the highest concentrations of
polymyxin B were determinate after daily sub-cultured in antibiotic-free MH for four
days and after two and six months storage at -80°C.

Adaptive Resistance

Isolates were submitted to serial daily passages on Mueller-Hinton Agar plates
containing increasing polymyxin B concentrations. Three experiments were made: a)
concentrations of 0.25 to 64 mg/L for a total of nine days; b) concentrations of 0.125
to 64 mg/L for a total of ten days and c) concentrations of 0.03 to 64 mg/L for a total
of twelve days. Isolates were tested using 10 uL aliquots from a 0.5 McFarland

standard inoculum. P. aeruginosa ATCC 27853 was used for quality control.

MICs of polymyxin B of colonies growing at the highest polymyxin B concentration
(>2 mg/L) were also determined after daily subculture in antibiotic-free MH for four

days and after two and six months storage -80°C.

Results

Of the eight EKP evaluated, there were four isolates of K. pneumoniae characterized
as four distinct strains (K1, K2, K3, K4); three isolates of E. cloacae divided in two
molecularly indistinguishable strains (Ec2a and Ec2b), but with different phenotypic
profiles, and one different strain (Ec1); and one strain of Escherichia coli (C1). MICs

of polymyxin B ranged from 0.0625 and 0.25 mg/L and blakpc2, was detected in the
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eight EKP. All the isolates were submitted to heteroresistant and adaptive resistance

experiments.

Four isolates of K. pneumoniae (K1, K2, K3 and K4) presented heteroresistance,
which grew at polymyxin B concentrations =22 mg/L. The frequency of heteroresistant
subpopulations ranged from 0.000087% to 0.00036%. Polymyxin B MICs of the four
subpopulations remained higher than the original population MIC after daily
passages on antibiotic free-medium and after two and six months storage at -80°,
showing stability of the phenomena. Isolates of E. cloacae and E. coli did not show
heteroresistance. (Table 1).

In adaptive resistance experiments, it was observed that according to the
experiments started with lower subinhibitory concentrations, more isolates showed
adaptive resistance. In first experiment, one isolate of K. pneumoniae (K1) growth in
plates containing 64 mg/L of polymyxin B. In second experiment, two isolates of K.
pneumoniae (K1 and K3) growth in 64 mg/L polymyxin B plates. In third experiment,
in three isolates of K. pneumoniae (K1, K3 and K4), growth was observed in plates
containing 64 mg/L of polymyxin B (Table 2). After four days passages on antibiotic
free-medium, the MICs decreased one dilution for the three isolates. Polymyxin B
MICs were performed after two months storage at -80°C, and remained the same for
two isolates and decreased one dilution for one of them. After six months storage,
MICs decreased one dilution for three isolates with adaptive resistance. Despite

reducing values of MICs, the isolates remained resistant to polymyxin B (Table 2).

There was a clonal relation between the original populations and their respective

resistant subpopulations in all strains.

Discussion

Heteroresistance is characterized by the development of an antimicrobial-resistant
subpopulation within an otherwise susceptible bacterial population. Our study
showed the presence of heteroresistant subpopulations for all K. pneumoniae

isolates evaluated, and the stability of the phenomena was observed in the polymyxin
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B MICs after two and six months storage. Other studies showed instability of

heteroresistant isolates after daily passages to free-antibiotic medium (10, 13).

For Enterobacteriaceae, there are reports of heteroresistance to polymyxin B only for
Enterobacter spp. (14). Heteroresistance to polymyxin B has been described for
Pseudomonas aeruginosa (7). For other important pathogens, including
Acinetobacter baumannii and K. pneumoniae, studies report cases of
heteroresistance to colistin (8, 15, 16).

In K. pneumoniae, studies with colistin, showed a frequency of resistant
subpopulations ranging from 3.5x10™ to 4.4x10” in isolates from patients previously
exposed to colistin, and from 1.5x107 to 3.2x10” for isolates without prior exposure
(17).

Our study showed frequency of resistant subpopulations to polymyxin B, with
proportions ranging from 3.6x10° to. 8.7x10”". Furthermore, it was the first report of
heteroresistance to polymyxin B in K. pneumoniae isolates. We did not evaluate
molecular determinants of theses phenotypes in this study, although we
demonstrated the stability of them. The clinical significance of hetero-resistance
remains unclear (8). Further studies are necessary to determine the potential of

resistant subpopulations in therapeutic failures.

The adaptive resistance to polymyxin B was observed in three of four K.pneumoniae
isolates and the MICs of these subpopulations remained high after four days in
antibiotic-free medium and after two and six months of storage at -80°C. However,
other studies report that adaptive resistance it is a transient phenomenon, and the
MICs of resistant subpopulations return to their original values after the passages in
antibiotic-free medium (9). Thus, the stability of the MICs in our adaptive resistance
experiments, suggests that these populations with induced might be, in fact,

heteroresistant subpopulations.

There are not recent studies that evaluate the mechanisms of adaptive resistance to
polymyxins in Enterobacteriaceae. Studies on isolates of P.aeruginosa with adaptive
resistance to colistin suggest that the same regulatory mechanisms of resistance to

polymyxin, and PhoPQ PmrAB, are involved in the regulation of induced resistance,
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although other regulatory systems are also associated with this phenomenon, as
ParRS and CprRS (18-20).

In summary, our study showed that the presence of heteroresistance in
K.pneumoniae isolates was extremely common, while it was not observed in isolates
from E. cloacae and in the isolate of E. coli. Additionally, high level adaptive
resistance was also very frequent for this specie. The clinical significance of each
phenomenon should be further investigated, since both may potentially affect the
outcomes of patients on therapy with polymyxins.
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Table 1. Results of population analysis profile (PAP) of KPC-2-producing Enterobacteriaceae isolates to polymyxin B

MIC PMB
Highest after 4 days
concentration Frequency (%) of daily MIC PMB after MIC PMB after
n Isolates Strain Original PMB MIC (mg/L) where hetero-resistant passages in 2 months 6 months
growth occurred subpopulations drug -free  storage (mg/L) storage (mg/L)
in PAP (mg/L) medium
(mg/L)
1 E. cloacae El 0.125 1 NA <0.125 NP NP
2 E. cloacae E2a 0.125 1 NA <0.125 NP NP
3 E. cloacae E2b 0.125 1 NA <0.125 NP NP
4 K. pneumoniae K1 0.125 3 0.000087 4 4 2
5 K. pneumoniae K2 0.0625 2 0.00025 16 16 16
6 K. pneumoniae K3 0.125 8 0.000154 16 16 16
7 K. pneumoniae K4 0.25 3 0.00036 2 2 2
8 E. coli C1 <0.03 0,5 NA <0.125 NP NP

PMB, polymyxin B; NA, not applicable; NP, not performed



Table 2. Results of adaptive resistant to polymyxin B experiments of KPC-2-producing Enterobacteriaceae isolates

MIC PMB after 4

Original PMB MIC Highest concentration days daily MIC PMB after 2 MIC PMB after 6
n Isolates Strain 9 (mg/L) where growth was  passages in drug months storage months storage
9 observed (mg/L) -free (mg/L) (mglL)
medium (mg/L)
1 E. cloacae El 0.125 0,5 NA NP NP
2 E. cloacae E2a 0.125 0,5 NA NP NP
3 E. cloacae E2b 0.125 0,5 NA NP NP
4 K. pneumoniae K1 0.125 64 32 32 16
5 K. pneumoniae K2 0.0625 1 NA NP NP
6 K. pneumoniae K3 0.125 64 32 32 16
7 K. pneumoniae K4 0.25 64 32 16 8
8 E. coli C1 <0.03 0,5 NA NP NP

PMB, polymyxin B; NA, not applicable; NP, not performed



7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foi verificada a existéncia de subpopulacdes
heterorresistentes frente a polimixina B para os quatro isolados de Klebsiella
pneumoniae estudados. Nao foi detectada a ocorréncia de heterorresisténcia nos

isolados de Enterobacter cloacae e Escherichia coli.

O estudo demonstrou estabilidade do fendbmeno de heterorresisténcia nos
isolados de K. pneumoniae, pois as CIMs das subpopulacbes mantiveram-se
elevadas apds quatro dias em meio livre de antibidtico e apds dois e seis meses de

armazenamento a -80°C.

A resisténcia adaptativa a polimixina B foi observada em trés dos quatro
isolados de K. pneumoniae, e as CIMs destas subpopulacbes mantiveram-se
elevadas apés quatro dias em meio livre de antibidtico e apds dois e seis meses de
armazenamento a -80°C. Entretanto, outros estudos relatam que a resisténcia
adaptativa trata-se de um fenémeno transitorio, e as CIMs das subpopulacbes
resistentes retornam aos seus valores originais apos as passagens em meio livre de
antibidtico. Assim, pela estabilidade das CIMs no estudo de resisténcia adaptativa,
pode-se sugerir que estas subpopulacdes resistentes tratam-se, na verdade, de

subpopulacdes heterorresistentes.

A relacdo clonal entre os isolados clinicos originais e suas respectivas

subpopulacdes resistentes foi verificada por PFGE.

Com os resultados deste estudo, sugere-se que fendmenos moleculares
podem estar envolvidos com os fendmenos de heterorresisténcia e resisténcia
adaptativa. Estudos moleculares futuros devem ser realizados para melhor

compreensao dos fenotipos observados.



