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RESUMO

Os isolados do complexo Enterobacter cloacae estéo entre os principais
patdgenos causadores de infec¢cdes hospitalares. Embora os carbapenémicos
sejam considerados a ultima opcéo terapéutica no tratamento de infeccdes
graves por Enterobacter spp, existem evidéncias indicando o aumento da
resisténcia deste género aos carbapenémicos. Esta resisténcia é normalmente
mediada pela hidrolise dos carbapenémicos por B-lactamases
(carbapenemases). A resisténcia aos carbapenémicos se apresenta de forma
homogénea numa populacdo bacteriana, no entanto, eventualmente a
resisténcia pode ocorrer em apenas parte da populagdo. Heteroresisténcia
pode ser definida como a expressdo de resisténcia de uma subpopulacdo
dentro de uma populacdo considerada sensivel em testes de susceptibilidade
in vitro e pode ser considerada um estagio precursor, o qual pode ou néo levar
a emergéncia de uma populagdo homogeneamente resistente. A ndo deteccéo
destas subpopulagbes resistentes pode levar ao fracasso no tratamento. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a heteroresisténcia aos carbapenémicos em
isolados do complexo Enterobacter cloacae. Trinta e um isolados foram
selecionados de acordo com seu perfil de suscetibilidade aos carbapenémicos
(imipenem e meropenem sensiveis e ertapenem resistente) e a presenca de
OXA-370 (5 positivas para blaoxa-370). A heteroresisténcia foi avaliada por
analise de perfil populacional (PAP). Isolados com subpopulacdes que
apresentaram crescimento em concentracdes de carbapenémicos = 4ug/ml
foram considerados heteroresistentes e isolados contendo subpopulacdes que
cresceram em concentracdes de carbapenémicos pelo menos duas vezes
maior do que o MIC original, mas < 4 ug/ml foram considerados heterogéneos.
A estabilidade da heteroresisténcia foi determinada por sub-cultivo sete dias
em meio isento de antibiético. Um total de 6 (19,4%) isolados apresentaram
subpopulagcdes heteroresistentes e 15 (48,4%) subpopulacdes heterogéneas
ao imipenem. Em relagdo ao meropenem foi encontrado apenas 1 (3,2%)
isolado heteroresistente e 5 (16,13%) isolados com subpopulacbes
heterogéneas. Todos os isolados positivos para blapgxa-s7o foram classificados
como heteroresistentes ou heterogéneos ao imipenem. Apenas 2/21 (9,5%) e

2/6 (33,3%) subpopulacdes heterogéneos/heteroresistentes para imipenem e



meropenem, respectivamente, mantiveram os mesmos MICs ap0s sete dias
de sub-cultivo em meio isento de antibidtico. Nossos resultados indicam que
subpopulagdes heterogéneas/heteroresistentes ao imipenem sdo comuns entre
iIsolados do complexo Enterobacter cloacae (21/31; 67,7%). Os isolados de
OXA-370 foram classificados como heterogéneo/heteroresistente e, portanto, a
presenca de blapxa-370 pode estar associada ao aumento de heteroresisténcia a
imipenem. Ja a estabilidade da heteroresisténcia e heterogeneidade aos

carbapenémicos demonstrou-se baixa.

Palavras- chaves: Heteroresisténcia, carbapenémicos, complexo Enterobacter

cloacae.



ABSTRACT

Enterobacter cloacae complex isolates are major pathogens in hospital
infections. Although carbapenems are considered the last resort in the
treatment of severe infections caused by Enterobacter spp, there are several
reports indicating increase of resistance to carbapenems among isolates of this
genus. This resistance is usually mediated by hydrolysis of carbapenems by -
lactamases (carbapenemases). Carbapenem-resistance is usually a
homogeneous feature in a bacterial population but, eventually, the resistance
may occur in only a small proportion of the population. Heteroresistance can be
defined as resistance to certain antibiotics expressed by a subset of a microbial
population that is generally considered to be susceptible to these antibiotics
according to traditional in vitro susceptibility testing. Lack to detect
heteroresistance may lead to the therapeutic failure. The aim of this study was
to evaluate the heteroresistance to carbapenems among Enterobacter cloacae
complex isolates. Thirty-one isolates of Enterobacter cloacae complex were
selected according to their susceptibility profile as follow: resistance to
ertapenem and susceptibility to imipenem and meropenem. Among these, five
isolates presented the blapxas7o gene. Heteroresistance was evaluated by
population analysis profile (PAP). Isolates that grew at concentrations 24ug/mL
of carbapenem were considered heteroresistant, while those that grew at
concentration with at least two dilutions higher than the original MIC, but
<4ug/mL were considered heterogeneous. Heteroresistance stability was
determined after seven day sub-culture in antibiotic-free medium. A total of 6
(19.4%) isolates presented heteroresistant subpopulations and 15 (48.4%)
heterogeneous subpopulations to imipenem. Only 1 (3.2%) isolate was
heteroresistant and 5 (16.1%) heterogeneous to meropenem. All positive
isolates for blapxa-370 were classified as heteroresistant or heterogeneous to
imipenem. Only 2/21 (9.5%) and 2/6 (33.3%) heterogeneous/heteroresistant
subpopulations to imipenem and meropenem, respectively, kept the same MIC
of the subpopulation after seven days in antibiotic free medium. Our results
indicate that heterogeneous/heteroresistant subpopulations were common
among Enterobacter cloacae complex (21/31 - 67.7%) to imipenem and less

common to meropenem. Noteworthy, that all OXA-370 producing isolates were



classified as heterogeneous/heteroresistant. Therefore, the presence of blapxa-
370 may be associated with increase heteroresistance to imipenem. The stability

of heteroresistance was low in antibiotic-free medium after seven days.

Keywords: Heteroresistance, carbapenems, Enterobacter cloacae complex.
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1. INTRODUCAO:

Nas ultimas décadas o género Enterobacter tornou-se mais importante
clinicamente e tem emergido como patdégeno hospitalar, principalmente nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTI), onde ja figura como um dos principais
responséveis por infeccdes respiratorias graves (MARCHAIM et al., 2008). As
espécies pertencentes ao complexo Enterobacter cloacae sdo as mais
frequentemente isoladas em amostras clinicas e sua capacidade de adquirir
determinantes de resisténcia torna-as micro-organismos mais preocupantes
atualmente (MEZZATESTA et al., 2012).

Carbapenémicos sao os mais potentes antibioticos B-lactamicos e sdo
considerados como sendo o Ultimo recurso para tratamento de infeccdes
graves causadas por espécies de Enterobacter. Porém, a crescente taxa de
resisténcia aos carbapenémicos tem dificultado o tratamento das infecgdes
nosocomiais (PAPP-WALLACE et al., 2011). A resisténcia aos carbapenémicos
pode envolver varios mecanismos diferentes, combinados ou nao, tais como:
alteracéo da permeabilidade da membrana externa, expressao de bombas de
efluxo associados com a hiperproducéo de AmpC ou B-lactamase de espectro
estendido (ESBL), ou ainda a producéo de [B-lactamases que hidrolisam o0s
carbapenémicos (carbapenemases) (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009).

A resisténcia aos carbapenémicos muitas vezes ndo se apresenta de
forma homogénea. Isolados que se apresentam como susceptiveis em testes
de sensibilidade de rotina podem tornar-se resistentes durante o tratamento
com estes medicamentos, devido a heteroresisténcia (GORDON; WAREHAM,
2009). Heteroresisténcia pode ser definida como a resisténcia a certos
antibiéticos expressa por um subconjunto de uma populagdo microbiana que é
considerado fenotipicamente sensivel nos testes tradicionais in-vitro e pode ser
considerada como uma etapa prévia a resisténcia homogénea (FALAGAS et
al., 2008).

Este fenbmeno é reconhecido desde 1947, foi extensamente estudado
em Gram positivos e a sua relevancia clinica em Gram negativos tem sido
considerada devido a possivel relacdo com falhas terapéuticas em tratamentos
de infec¢Bes graves (EL HALFAWY;VALVANO, 2015). A heteroresisténcia a

carbapenémicos em enterobactérias foi relatada em Klebsiella pneumoniae
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(TATO et al.,, 2010;. POURNARAS et al.,, 2010; NODARI et al.,, 2015),
Providencia rettgeri (ZAVASCKI et al.,, 2014), e isolados de Enterobacter
aerogenes (GORDON; WAREHAM, 2009).

Os mecanismos exatos que envolvem a heteroresisténcia e suas bases
genéticas ainda nao foram esclarecidos. Estudos tém relacionado a producéo
de carbapenemases a uma maior prevaléncia de populacfes heterogéneas em
Klebsiella pneumoniae (TATO et al., 2010; POURNARAS et al., 2010; NODARI
et al., 2014), demostrando um viés a ser explorado. Porém, ndo ha ainda uma
compreensao completa do significado clinico da heteroresisténcia e do seu
papel na adaptacédo bacteriana a presenca do antibiotico (WANG et al., 2014).
A ndo deteccdo de subpopulacdes resistentes pode levar ao fracasso do

tratamento e a disseminacao de cepas resistentes (FALAGAS et al., 2008).
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2. OBJETIVOS:

2.1. Objetivo geral:

Investigar a heteroresisténcia ao imipenem e meropenem em isolados

clinicos do complexo Enterobacter cloacae.

2.2. Objetivos especificos:

- Determinar a ocorréncia de populagcbes heterogéneas ao imipenem e
meropenem em isolados clinicos do complexo Enterobacter -cloacae,
resistentes ao ertapenem;

- Determinar a ocorréncia de populacdes heteroresistentes ao imipenem e
meropenem em isolados clinicos do complexo E. cloacae, resistentes ao
ertapenem;

- Avaliar a ocorréncia de populacbes heteroresistentes ao imipenem e
meropenem em isolados clinicos do complexo E. cloacae, produtores de OXA-
370

19
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3. REVISAO DA LITERATURA:

3.1. Complexo Enterobacter cloacae:

Bactérias do Género Enterobacter s&do bacilos Gram negativos
anaerobios facultativos pertencentes a Familia Enterobacteriaceae
(enterobactérias) amplamente encontrados na natureza e na microbiota
intestinal de homens e animais. Até 1970 era considerado um comensal tipico
e nenhuma evidéncia sugeria que seu significado clinico se estenderia além de
infeccdes oportunistas. Nas Ultimas décadas, o Enterobacter spp. assumiu
significado clinico mais importante e tém emergido como patégeno hospitalar
de grande relevancia (MEZZATESTA et al., 2012).

O género Enterobacter foi primeiramente descrito por Jordan (1890)
como Bacillus cloacae, posteriormente como Aerobacter cloacae em 1923 por
Bergey e finalmente como Enterobacter cloacae por Hormaeche e Edwards em
1960. Sofreu varias modificacdes taxonémicas ao longo dos ultimos 50 anos.
Atualmente, existem 22 espécies do género Enterobacter. Seis destas espécies
estdo agrupadas no chamado Complexo Enterobacter cloacae devido sua
similaridade gendmica (E. cloacae, E. asburiae, E. hormaechei, E. kobei, E.
ludwigii e E. nimipressuralis), sendo E. cloacae e E. hormaechei as mais
comuns em amostras clinicas. (BRADY et al., 2012).

Como patégenos humanos causam infeccées em diferentes sitios como:
cistites, pielonefrites, pneumonia, peritonites, meningites, septicemia, entre
outros. (NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012). Estdo entre as causas mais
comuns de infec¢cdes causadas por Gram negativos associadas aos cuidados
de saude em pacientes internados nas Unidades de Tratamento Intensivo
(UTI).

De acordo com o relatério da Rede Nacional de Seguranca de Saude
(NHSN) junto ao Centro de Controle e Prevencao as Doencas (CDC-USA), nos
anos de 2009 — 2010 houveram 69.475 infeccOes hospitalares ocasionadas por
81.139 patégenos nos Estados Unidos. O Enterobacter spp. consta entre os
oito patégenos responsaveis por 80% das ocorréncias notificadas, sendo

responsavel por 55% (3.821) do total de infec¢cbes hospitalares relatadas.
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Estas infeccBes foram em sua maioria pneumonias associadas a ventilacao
mecanica, seguidas de bacteremias associadas a cateteres centrais. Dos
isolados de Enterobacter spp. relatados, aproximadamente 30% mostraram-se
resistentes as cefalosporinas e cerca de 3% resistentes a carbapenémicos
(SIEVERT et al., 2013).

No Brasil, de acordo com o Boletim Informativo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no ano de 2012, foram notificados 939 (4,9%),
casos de infeccdo primaria de corrente sanguinea em adultos internados nas
UTIs cujo agente etiol6gico foi o Enterobacter spp.. Destes 32,9%, foram
resistentes a cefalosporinas e 11,4%, foram resistentes a cefalosporinas e

carbapenémicos concomitantemente (ANVISA, 2014).

3.2. Resisténcia as cefalosporinas:

As cefalosporinas sdo antimicrobianos B-lactamicos com amplo espectro
de atividade, comprovada eficiéncia e perfil de seguranca favoravel, tornando-
se a classe de antimicrobianos mais comumente prescrita. A partir das
primeiras cefalosporinas (consideradas de primeira geracdo) foram feitas
modificacGes a fim de ampliar suas propriedades antimicrobianas contra Gram
negativos. Atualmente existem quatro geracdes reconhecidas de
cefalosporinas (BASSETTI, et al., 2013).

A resisténcia as cefalosporinas é principalmente mediada pela producédo
de pB-lactamases. Isolados do complexo Enterobacter cloacae sé&o
intrinsecamente resistentes as cefalosporinas de primeira geracao e cefoxitina
devido a producao constitutiva de AmpC. Estes micro-organismos sdo capazes
de superproduzir AmpC por desrepressdao de um gene cromossdmico, ou
através da aquisicdo de um gene tranferivel de plasmideos ou outros
elementos méveis. A AmpC mediada por plasmideos confere resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracao e nao sao inibidas por inibidores comuns de
B-lactamases como o clavulanato (MEZZATESTA et al., 2012).

Embora, a resisténcia a cefalosporinas em isolados de Enterobacter
cloacae seja tradicionalmente caracterizada pela producdo de AmpC, um
namero crescente de isolados produtores de [-lactamases de espectro

estendido (ESBL) tém sido observados em todo o mundo e tem sido
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reconhecido como importante mecanismo de resisténcia (DOUMITH et al.,
2009). Enquanto SHV-12 foi demonstrada como predominante em Enterobacter
cloacae em Taiwan (YANG et al., 2012), na China as ESBLs mais comumente
encontradas foram CTX-M e TEM (DAI et al., 2013). Nogueira e col. (2014)
relataram que no periodo de 2004 a 2008 em um Hospital Universitario no
Parana - Brasil, a frequéncia de ESBL entre Enterobacter spp. isolados de
pacientes com bacteremia foi de 20%. O tipo predominante de ESBL foi CTX-
M, com menor participacao de outros tipos, tais como SHV e PER.

Embora a produgdo de [B-lactamases seja o principal mecanismo de
resisténcia a cefalosporinas, também tém sido relatados outros, tais como
modificacdes no local alvo (por exemplo, nas proteinas de ligacdo a penicilina),
alteracéo de porinas ou bombas de efluxo (MARCHAIM et al., 2008).

A principal consequéncia da resisténcia as cefalosporinas foi o0 aumento
no uso de carbapenémicos para tratamento de infec¢cdes graves causadas por

isolados de Enterobacter spp..

3.3. Resisténcia aos carbapenémicos:

Carbapenémicos desempenham um papel extremamente importante no
arsenal de antibidticos. Dentre os antimicrobianos [(-lactamicos, os
carbapenémicos sao 0s mais potentes e de maior espectro de atividade contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas. Em 1985, o imipenem tornou-se o
primeiro carbapenémico disponivel para o tratamento de infec¢Bes bacterianas
graves. A partir dele outros compostos mais estaveis como o ertapenem ou
com espectro mais amplo de atividade como o meropenem e doripenem foram
desenvolvidos. Eles sdo usados como "agentes de ultima linha" nas infeccdes
graves ou que sao causadas por bactérias resistentes. Infelizmente, a
crescente emergéncia de patdégenos resistentes ameaca seriamente esta
classe de medicamentos (PAPP-WALLACE et al., 2011).

A resisténcia a carbapenémicos pode envolver varios mecanismos
diferentes, combinados ou n&do: modificacbes da permeabilidade da membrana

externa, expressado de bombas de efluxo, associados com a hiperproducédo de
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AmpC ou ESBL, ou ainda, produgdo de [-lactamases que hidrolisam
carbapenémicos (carbapenemases) (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009).

A resisténcia a carbapenémicos foi primeiramente observada em
iIsolados de Enterobacter spp. (aproximadamente 1% de amostras) por
hiperexpressdo de AmpC cromossomal ou ESBL associado a alteracdes de
porinas OmpC ou OmpF (DOUMITH et al., 2009). A producdo de ESBL em
combinagdo com a diminuicdo na permeabilidade da membrana foi observada
em vdarias enterobactérias como: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Salmonella spp. e Enterobacter spp., nas quais 0os genes codificadores de
ESBL (blatem, blasyy € blacrx.v) estdo localizados em plasmidios (GARCIA
FERNADEZ et al., 2010). Semelhantemente, a hiperexpressdo de AcrA, um
componente de bomba de efluxo, foi descrito como responséavel por resisténcia
a imipenem em isolados de Enterobacter aerogenes (BORNET et al., 2003).
Porém € a producao de carbapenemases que denota mais preocupacao sobre
sua disseminacéao.

Carbapenemases encontradas em enterobactérias podem ser do tipo
metalo-B-lactamase (classe B de Amber), oxacilinases (classe D de Ambler) ou
B-lactamases de classe A de Amber (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009).

As quatro principais carbapenemases da classe A de Ambler conhecidas
sdo as enzimas NmcA/IMI, SME, GES e KPC. A primeira carbapenemase
reportada foi do tipo NmcA cromossomica em isolado de Enterobacter cloacae
em 1994 (NAAS; NORDMAN, 1994). Todas as quatro enzimas hidrolisam uma
grande variedade de [-lactamicos incluindo penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e aztreonam, por um mecanismo hidrolitico que envolve um
sitio ativo que contém o aminoacido serina na posicao 70. Esta atividade
hidrolitica é inibida in vitro pelo acido clavulanico ou pelo tazobactam
(NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012), sendo que a KPC é inibida pelos
acido fenilborénico.

As [B-lactamases classe B de Ambler (metalo-3-lactamases) exibem um
amplo espectro de capacidade hidrolitica incluindo penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos, com excecdo do aztreonam. A sua atividade ndo é inibida
pelos inibidores de B-lactamases comercialmente disponiveis (acido
clavulanico, tazobactam e sulbactam). A hidrélise é dependente da interacéo

do anel B-lactamico com fons Zn*? no sitio ativo da enzima, explicando a
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inibicdo da sua atividade por EDTA, um quelante de cétions divalentes. Desde
1990, um aumento draméatico na aquisicdo de genes de metalo-B-lactamases
(MBL) transferiveis estdo sendo descritos em enterobactérias. Os tipos mais
comuns de MBLs adquiridos identificados em enterobactérias incluem os tipos
IMP e VIM, conjuntamente com NDM que é um tipo novo e emergente de MBL
(NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).

Beta-lactamases da classe D de Ambler, também chamadas de
oxacilinases constam entre as primeiras B-lactamases detectadas. Mediadas
por plasmideos, limitavam-se a hidrdlise de penicilinas e cefalosporinas e eram
mais comuns em isolados de bacilos Gram negativos ndo fermentadores de
glicose, como o0 Acinetobacter spp. Apdés a década de 1980 com a
disseminagdo de cepas de Acinetabacter baumannii resistentes a
carbapenémicos, foram sendo identificadas inGmeras novas oxacilinases,
algumas plasmidiais como as OXA-23, OXA-40, e OXA-58 e outras
cromossomais como a OXA-51 (EVANS et al., 2014). Atualmente incluem em
torno de 400 enzimas, dentre as quais apenas algumas variantes possuem
atividade como carbapenemases (NORDMANN; POIREL, 2014). Sé&o
distribuidas em 12 grupos com base na sua identidade de sequéncia de
aminodcidos (OXA-23, OXA-24/40, OXA-48, OXA-51, OXA-58 e OXA-134,
OXA-143, OXA-211, OXA- 213 OXA-214, OXA-229 e OXA-235), em sua
maioria estao presentes em Acinetobacter spp. com excecdo da OXA-48, que é
mais frequente em enterobactérias (ANTUNES et al., 2014; EVANS et al.,
2014).

Em 2001 foi isolada em Istambul, na Turquia a primeira cepa de uma
enterobactéria (Klebsiella pneumoniae) multirresistente produtora de uma B-
lactamase OXA-48. ApGs seu surgimento houve uma rapida propagacao entre
enterobactérias nos paises do norte da Africa, leste e sul do Mar Mediterraneo
e Europa, onde se localizam os principais reservatorios e sdo frequentes os
relatos de surtos envolvendo cepas de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
e Enterobacter cloacae produtoras de OXA-48 (NORDMANN; NAAS; POIREL,
2011). Ja foram identificadas 10 variantes da OXA-48 que diferem entre si em
um pequeno numero de substituicbes de aminoacidos e estdo difundidas em
varias regides geograficas. S&o variantes da OXA-48: OXA-162, OXA-163,
OXA-181, OXA-199, OXA-204, OXA-232, OXA-244, OXA-245, OXA-247
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(MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014) e a recentemente descrita
OXA-370 (SAMPAIO et al., 2014).

No Brasil, em Porto Alegre foi relatado o primeiro isolado de
Enterobacter hormaechei produtor de uma variante de OXA-48 identificada
como OXA-370, que difere da OXA-48 por duas substituicbes de aminoacidos
(SAMPAIO et al., 2014).

Em geral a OXA-48 ndo é inibida pelo &cido clavulanico,
tazobactam e sulbactam. Embora possua capacidade hidrolitica alta para
penicilina, hidrolisa carbapenémicos em baixo nivel e fracamente
cefalosporinas de espectro estendido como ceftazidima e cefepime. Possui
uma eficiéncia catalitica mais elevada para imipenem do que ao meropenem
(EVANS et al., 2014).

Apds analises cinéticas comparativas entre cinco diferentes variantes da
OXA-48 (OXA-162, OXA-163, OXA-181, OXA-204 e OXA-232), foi
demonstrado que com excecdo da OXA-163, que difere da OXA-48 por
demonstrar maior atividade contra cefalosporinas de espectro estendido, sendo
parcialmente inibida por acido clavulanico, as variantes OXA- 162, OXA-181,
OXA-204 e OXA-232 possuem atividade bastante semelhante a OXA-48
(OUESLATI; NORDMANN; POIREL, 2015). At¢ o momento, ndo foi
estabelecida a capacidade hidrolitica da OXA-370 para os carbapenémicos
mas, provavelmente, é similar a OXA-48 (SAMPAIO et al., 2014).

As consequéncias clinicas relacionadas com a disseminacdo dos
produtores de OXA-48, e suas variantes, podem ser muito importantes, pois na
rotina laboratorial, muitos destes isolados séo classificados como sensiveis aos
carbapenémicos, o que dificulta seu reconhecimento e deteccdo, porém sua
associacdo com a producao de cefalosporinases como ESBL ou AmpC ou a
diminuicdo de permeabilidade da membrana aumentam os niveis de resisténcia
aos carbapenémicos (POIREL; POTRON; NORDMANN, 2012).

Métodos rapidos para a determinacdo da susceptibilidade aos
antimicrobianos desempenham um papel importante no sentido de garantir o
uso adequado e apropriado de agentes antimicrobianos. Da mesma forma a
administracdo imediata da terapia antimicrobiana eficaz € fundamental para
melhorar o prognostico do tratamento de uma infeccdo grave (GORDON,;

WAREHAM, 2009). Contudo, a resisténcia de baixo nivel e mesmo a
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sensibilidade a carbapenémicos foram observadas para os produtores de
qgualquer tipo de carbapenemases. Por exemplo, cepas de K. pneumoniae
podem aparecer como sensiveis a carbapenémicos nos testes de disco difusdo
em agar, microdiluicdo em placa e nos sistemas automatizados, utilizando os
pontos de corte estabelecidos, mesmo sendo produtora de carbapenemase
(GORDON; WAREHAM, 2009; NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).

Os sistemas automatizados néo detectam com precisdo a resisténcia a
carbapenémicos, mediada por enzima, quando é expressa em niveis baixos, e
0S micro-organismos produtores de carbapenemases podem até parecer
totalmente sensiveis a estes agentes (TATO et al., 2010). Adicionalmente,
resultados reprodutiveis dentro do mesmo método ou entre diferentes métodos,
tais como o disco difusdo ou gradiente de concentracdo, nem sempre S&o
obtidos, e produzem discrepancias na sensibilidade a imipenem e a
meropenem em isolados positivos para algumas carbapenemases
(POURNARAS et al., 2010).

3.4. Heteroresisténcia:

A presenca de subpopulacdes bacterianas resistentes em uma
populacdo considerada sensivel nos testes de susceptibilidade é denominada
heteroresisténcia (FALAGAS et al., 2008).

Primeiramente este fendmeno foi estudado e muito observado em
patdbgenos Gram positivos, mas é encontrado em uma ampla gama de micro-
organismos e, frequentemente, em casos de falhas de tratamento (WANG, et
al., 2014). Este fendbmeno tem sido extensamente estudado frente as mais
diversas combinacbes de micro-organismos e antimicrobianos. A
heteroresisténcia a carbapénemicos ja foi relatada em Klebsiella pneumoniae
(TATO et al., 2010; POURNARAS et al, 2010; NODARI et al., 2014),
Pseudomonas aeruginosa (POURNARAS et al., 2007), Providencia rettgeri
(ZAVASCKI et al., 2014), Acinetobacter baumannii (IKONOMIDES et al. 2009;
FERNANDEZ CUENCA et al., 2012) e em isolados de Enterobacter aerogenes
(GORDON; WAREHAM, 2009).

Varios meétodos de deteccdo e avaliacdo de populagdes

heteroresistentes foram propostos como: placas de gradiente de concentracao
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de antibiético, métodos de disco em agar, macrodiluicdo, E-test® e andlise do
perfil populacional (PAP). A maioria destes métodos foram propostos para a
pesquisa de cepas heteroresistentes de Staphylococcus aureus a vancomicina
(hVISA). O método de andlise do perfil populacional (PAP) foi inicialmente
proposto por Hiramatsu (1997) e posteriormente modificado por Wootton (2001)
gue incluiu o célculo da area sob a curva na analise de perfil populacional
(PAP-AUC). Este método, entdo, tornou-se referéncia para avaliar a
sensibilidade e especificidade de alguns dos outros métodos para deteccéo de
heteroresisténcia (WOOTON et al., 2001).

O meétodo de PAP é considerado o método mais confiavel para detectar
subpopulagdes heteroresistentes em bactérias Gram positivas assim como em
bactérias Gram negativas. Neste método diluicdes seriadas de suspensdes
bacterianas preparadas a partir da diluicdo 0,5 Mc Farland (10® UFC/mL) séo
submetidas a concentracdes crescentes de antimicrobiano e incubadas. O
crescimento bacteriano em cada uma destas concentracdes € quantificado e
analisado em comparagdo com o crescimento em placas livres do
antimicrobiano resultando na frequéncia das subpopulagdes resistentes. O PAP
pode ser demonstrado através de grafico em escala logaritmica da contagem
de unidades formadoras de colonias (UFC) versus a concentracdo de
antimicrobiano que indica o decaimento no numero de UFC em fungdo do
aumento da concentracdo do antibidtico (MELETIS, 2012). Ainda, é possivel a
comparacao entre as concentracfes inibitérias minimas (CIM) inicial da
populacdo bacteriana e da subpopulacédo resistente, a fim de classificar a
subpopulagcdo como heteroresistente ou heterogénea. Como nado existem
critérios padronizados de consenso para isso, essa classificacdo é baseada
em critérios estabelecidos em estudos prévios como o de Hermes e col.
(2013).

O PAP é um método trabalhoso e demorado ndo sendo adequado para
laboratérios clinicos de rotina. Como alternativa, o crescimento de colbnias
resistentes dentro de uma zona clara de inibicdo no E-test® ou no disco
difusdo podem ser utilizados para fins de triagem (EL- HALFAWY; VALVANO,
2015).

Heteroresisténcia poderia ser uma forma de evolugdo natural de

resisténcia aos farmacos, uma vez que proporciona as bactérias uma
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oportunidade para explorar a possibilidade de crescimento na presenca de
antibioticos antes da aquisicdo de resisténcia pela maior parte da populacéo
microbiana. Assim, a heteroresisténcia seria considerada uma etapa
precursora, que pode ou ndo levar ao aparecimento de uma populacéo
totalmente resistente (FALAGAS et al., 2008).

N&o ha ainda um entendimento completo sobre o significado clinico de
isolados heteroresistentes. Se por um lado o surgimento de cepas resistentes
in vitro pode ndo necessariamente ter implicagdes terapéuticas, por outro lado,
subpopulagcbes resistentes podem proliferar prontamente na auséncia de
competicdo, gerando assim, uma prevaléncia maior da “nova”’ populagéo
resistente. As dificuldades para detectar isolados heteroresistentes podem
estar contribuindo para subestimar a real dimensdo deste fenGmeno
(FALAGAS et al., 2008; MELETIS, 2012).

Além disso, a base genética da heteroresisténcia permanece obscura,
apesar das tentativas que foram feitas para avalia-las. Estudos relacionaram
mutacdes no gene mecA como responsavel pelo aparecimento de
subpopulacdes heteroresistentes de Staphylococcus aureus a meticilina
(RYFFEL et al., 1994; YOSHIDA et al., 2003), da mesma forma que outros
relacionaram a producdo de carbapenemases por Klebsiella pneumoniae a
maior incidéncia de populacdes heterogéneas (TATO et al, 2010;.
POURNARAS et al, 2010; NODARI, et al., 2014), mas o exato mecanismo da
heteroresisténcia e seu papel na adaptacdo ao estresse com antibiético ainda
nao foram totalmente compreendidos (WANG et al., 2014).

Desta forma, a avaliacdo de heteroresisténcia € um fator importante para
compreender melhor a estratégia de sobrevivéncia populacional utilizada pelas
bactérias em resposta a presenca de antimicrobianos e antecipar tendéncias
de resisténcia a fim de obter uma melhor efetividade clinica da terapia

antimicrobiana.
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ABSTRACT

Enterobacter cloacae complex isolates are major pathogens in hospital-
acquired infections and the resistance to the carbapenems was increased over
the last years However, the carbapenems resistance is not always
homogeneous. This phenomenon is called heteroresistance and may
considered be a precursor stage to homogeneous resistance. The exact
mechanism of heteroresistance, its genetic basis and its role in adaptation to
antibiotic stress, have not been fully understood yet. Thus, the aim of this study
was to evaluate heteroresistance to imipenem and meropenem in Enterobacter
cloacae complex isolates producing and not producing OXA-370. Thirty one
Enterobacter cloacae complex isolates imipenem and meropenem-susceptible
and ertapenem-resistant (5 of them positive for blapxa-z70) were evaluated by
population analysis profile (PAP). Isolates presenting subpopulations that
exhibited growth at carbapenem concentrations =4ug/mL were considered
heteroresistant. Isolates containing subpopulations that grew at carbapenem
concentrations at least two-fold dilution higher than the original MIC but <4
ng/mL were considered heterogeneous. The stability of carbapenems MIC for
the subpopulations was determined after seven day sub-culture in antibiotic-free
medium. A total of 6 (19.4%) and 15 (48.4%) isolates presented heteroresistant
and heterogeneous subpopulations, respectively, to imipenem. However, only 1
(3.2%) and 5 (16.13%) isolates presented heteroresistant and heterogeneous
subpopulations, respectively, to meropenem. All positive isolates for blagxa-370
were classified as heteroresistant or heterogeneous to imipenem. Our results
indicate that heterogeneous/heteroresistant subpopulation to imipenem was
common among Enterobacter cloacae complex and the presence of blapxa-370

may be associated to the increase of heteroresistance.
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INTRODUCTION

The Enterobacter genus has increased its clinical significance and has
emerged as one of the most common nosocomial pathogens among patients in
intensive care units. The species of Enterobacter cloacae complex are the most
frequently isolates of the genus (Marchaim et al.,, 2008). The clinical
significance of infections due to Enterobacter cloacae complex isolates has
been reported in many publications, demonstrating their remarkable ability to
upregulate or to acquire resistance determinants which make them some of the
most worrying microorganisms of the current antibiotic era (Marchaim et al.,
2008; Mezzatesta et al., 2012; Dai et al., 2012).

Carbapenems are the most potent [B-lactam antibiotics and are
considered the last resort for the treatment of serious infections caused by
resistant strains of Enterobacter (Papp-Wallace et al., 2011). The resistance to
carbapenems may involve the association between several mechanisms:
changes in permeability of the outer membrane, efflux pumps hiperexpression,
overproduction of AmpC-type cephalosporinase and extended-spectrum [3-
lactamase (ESBL), or production of carbapenem-hydrolyzing B-lactamases
(Nordmann et al., 2009).

Although the mechanisms of resistance to carbapenems are well studied
and known, the carbapenem resistance is not always homogeneous. This
phenomenon is called heteroresistance (Gordon et al., 2009).

Heteroresistance can be defined as resistance to certain antibiotics
expressed by a subset of a microbial population that is generally considered to
be susceptible to these antibiotics, according to in-vitro susceptibility testing.
This fact may be the precursor of the emergence of a homogeneously resistant
population (Falagas et al., 2008).

The heteroresistance to carbapenems was reported and related to the
presence of carbapenemase in Klebsiella pneumoniae (Tato et al.,, 2010;
Pournaras et al, 2010; Nodari et al, 2014), but the exact mechanism of
heteroresistance, its genetic basis and its role in adaptation to antibiotic stress,
have not been fully understood yet (Wang et al., 2014). Thus, were necessary
more studies about the conections among the production of carbapenemases

and heteroresistance.
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The aim of this study was to evaluate imipenem and meropenem
heteroresistance among Enterobacter cloacae complex isolates producing and
not producing OXA-370.
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METHODS

Bacterial strains

This study included 31 isolates Enterobacter cloacae complex isolates
(one isolate by patient) recovered from four tertiary-care hospitals (Porto Alegre,
Brazil), over a 9-month period from May 2013 to January 2014. All isolates were
initially identified as ertapenem resistant and both carbapenems susceptible
(imipenem and meropenem) by disk-diffusion. Five isolates were positive to
blaoxa-s7o.

The identification of isolates was confirmed by 16S rRNA gene
sequencing using conventional PCR with especific primers for the amplification.
PCR products were purified using the ExoStar kit (GE Healthcare) and
sequenced using a BigDye Terminator kit (version 3.1) and an ABI 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The MICs for ertapenem, imipenem
and meropenem were determined by broth microdilution and interpreted
according to CLSI guidelines (CLSI, 2014). The presence of carbapenemase
genes (blakpc, blages, blaoxa-as-ikes blaviv, blaye € blanom) was confirmed by
multiplex real time PCR (Monteiro et al., 2012) and the amplicons of blapxa-4s-iike

were submitted to sequencing and proved to be the variant blapxa-370.
Heteroresistance

Heteroresistance to imipenem and meropenem was evaluated by
population analysis profile (PAP). Briefly, a 20uL aliquot of each four-dilutions of
suspensions of bacterial cells (10°CFU/mL) was plated on Mueller-Hinton agar
plates in serial dilutions at concentration ranging from 0.125 to 8ug/mL of each
antibiotic. In parallel, the same aliquot was plated on antibiotic-free medium.

Colonies were counted (CFU/mL) after 48h of incubation at 35°C. The
limit of counting was 20 CFU/spot. The logi;o,CFU/mL was plotted against the
antibiotic concentration. The frequency of heteroresistant subpopulations in the
presence of the highest antibiotic concentration was calculated by dividing the
number of colonies that grew on the antibiotic-containing plate by the colony

counts from the same bacterial inoculum that grew on antibiotic-free plates
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(Meletis, 2012). MICs for these subpopulations were determined by broth
microdilution. Isolates presenting subpopulations that exhibited growth at
imipenem or meropenem concentrations 24ug/mL  were considered
heteroresistant. Isolates containing subpopulations grown in antibiotic
concentrations at least two times higher than the original MIC, but <4ug/mL
were considered heterogeneous. The stability of the MIC of the subpopulations
was determined after seven daily sub-cultures in antibiotic-free medium
(Hermes et al., 2013). The analysis was performed twice for all isolates and the
mean values estimated. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 was included

as quality control of the antibiotics in all tests.
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RESULTS

Heteroresistance to imipenem:

A total of 21 (67.7%) isolates were characterized as imipenem-
heterogeneous/heteroresistant, 6 (19.4%) of them presented heteroresistant
subpopulations (three positive for blaoxaszo) and 15 (48.4%) presented
heterogeneous subpopulations (two positive for blapxa-370) (Table 1 - Figure 1).
The frequency of imipenem-heteroresistant subpopulations, as calculated by
the population analysis assays, ranged from 5.0x10° to 1.25x10”. Considering
isolates with original MIC <1ug/mL (21 isolates) only one was heteroresistant
and for 10 isolates which original MIC was 1upg/mL, heteroresistance was
detected in 5 isolates. All isolates positive for blapxa370 Were classified as
heteroresistant or heterogeneous. Only one heteroresistant isolate and one
heterogeneous isolate (2/21 — 9.5%) kept the same MIC of the subpopulation
after seven days in antibiotic free medium. None isolate presented in PAP

subpopulations growth at imipenem concentrations higher than 4ug/ml.

Heteroresistance to meropenem:

A total of 6 (19.4%) isolates were characterized as meropenem-
heterogeneous/heteroresistant, 1 (3.2%) of them presented heteroresistant
subpopulations and 5 (16.1%) presented heterogeneous subpopulations (none
positive for blaoxas7o) (Table 2). The frequency of the meropenem-
heteroresistant subpopulation, as calculated by the population analysis assays,
was 7.14x10®. The heteroresistant isolate and one heterogeneous isolate (2/6
— 33.3%) kept the same MIC of the subpopulation after seven daily sub-culture
in antibiotic free medium. None isolate presented in PAP subpopulations with
growth at meropenem concentrations higher than 4ug/ml. However, 16 isolates
(51.6%) (two positive-for blapxa-370) presented subpopulations with meropenem

MIC higher than to 4ug/ml.
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DISCUSSION

To guide antimicrobial therapy, the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) and other international committees established standard
parameters and set breakpoints of the concentrations of antibiotics in order to
classify isolates as susceptible, resistant or intermediately resistant to an
antibiotic. However, the bacterial response to antibiotics is not always
homogeneous. The heterogeneity of response to antimicrobial agents may not
be detected in conventional antimicrobial tests.

Our study investigated the presence of heteroresistance to carbapenems
in Enterobacter cloacae complex isolates. We found that imipenem-
heterogeneous/heteroresistant  subpopulation ~was common  among
Enterobacter cloacae complex (67.7%). However, it is not usual to meropenem
(19.4%).

Heteroresistance to carbapenems in Enterobacter cloacae complex could
be related to the acquisition of genes encoding production of carbapenemases
as previously reported. Pornaras et al. (2010) and Nodari et al. (2014) reported
a direct relationship between KPC production and heteroresistance to
carbapenems in K. pneumoniae. In our study all OXA-370-producing isolates
were classified as heterogeneous/heteroresistant and therefore, the presence of
blaoxa-370 may be associated to the increase of heteroresistance to imipenem.

Studies have shown that among carbapenemase producer isolates (KPC
and NDM), the heteroresistant subpopulations, present much higher MICs than
the original population (concentrations up to 16 times higher than the original
MIC) (Pournaras et al., 2010; Nodari et al., 2014). Conversely, we did not find
subpopulations with MICs much higher than the original population in our study.
This fact could be explained by the low level of hydrolytic activity of the OXA-
370 to carbapenems (Oueslati et al., 2015) as most of the heteroresistant
isolates were blaoxa-s70. Moreover, the hydrolytic capacity of OXA-370 has
higher activity against imipenem than meropenem (Evans et al., 2014) and this
may justify the fact that we have not found heteroresistance to meropenem in
isolated producers OXA-370.

The parameters used to classify isolates as susceptible, resistant or

intermediately resistant to an antibiotic are established to a homogeneous

41



population. In traditional in-vitro susceptibility testing when the majority of the
population is suscetible, the presence of a small resistant subset near the
cutoff, is undetectable. In this study, 50% of isolates had original MIC near to
the cutoff (1pg/mL-Table 1) and were classified as heteroresistant to imipenem.

Only 4 heteroresistant/heterogeneous isolates remained with the same
MIC after seven daily sub-culture in antibiotic free medium, suggesting that
heteroresistance to carbapenems in Enterobacter cloacae complex may not be
a stable phenomenon. The decrease in the MIC after seven daily cultures in
antibiotic-free medium to OXA-370 producers isolates, can be explained by a
temporary overexpression of the gene blapgxa-z7o.

Three of the imipenem-heteroresistant (3/26 - 11.5%) and the
meropenem-heteroresistant (1/26 — 3.8%) Enterobacter cloacae complex
isolates were carbapenemase negative, suggesting that other factors are
involved in the phenomenon.

Differences in transcriptional levels of the genes whose protein products
are involved in multidrug efflux and decreased expression of the gene encoding
an outer membrane porin, may also underline heteroresistance in
Pseudomonas to carbapenems (Ikonomidis et al., 2008). How the Enterobacter
cloacae complex resistance to carbapenems may involve several different
combinations like: changes in permeability of the outer membrane by the
absence or reduced expression of the two major porins (OmpC and OmpF) in
combination with various [-lactamases (Doumith et al., 2009), another
mechanism of resistance can be associated for improved heteroresistance to
carbapenems.

Finally, it should be noted that 16 isolates exhibit subpopulation MIC of
24ug/ml to meropenem (Table 2). This finding may suggest that some cells in a
population may be induced to become resistant in the presence of the antibiotic
during the PAP experiment but these isolates cannot be classified as

heteroresistant, according to Hermes et al. (2013).
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Figure 1: Population analysis profile (PAP) to imipenem. Homogeneous
populations (dotted lines); Heterogeneous subpopulations (dashed lines) and
Heteroresistant subpopulations (solid lines).
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Table 1.: Results of Population analysis profile (PAP) to imipenem.

. MIC After 7
Orginal MP concenation _ PAP days dally
Strain MIC were gromh MFI)Cp—IMP pdrugg‘ree Classification
(ng/mL) occurred in (ng/mL) medium
PAP (ug/mL) (ug/mL)
Non-carbapenemase producer
130F 0,5 1 1 0,5
224F 0,25 1 0,5 0,25 HG
226F 0,5 1 1 0,5
323F 0,5 2 0,5 0,5 HG
368F 0,5 2 2 0,5 HG
703F 0,5 2 0,5 0,5 HG
790F 0,25 0,5 0,5 0,25
803F 0,5 2 4 4 HG
985F 0,5 2 1 0,125 HG
1036F 0,5 2 0,5 0,25 HG
1082F 1 2 1 0,5
1150F 1 2 1 0,5
1151F 1 4 1 0,5 HR
1187F 1 1 1 0,5
1220F 0,5 1 1 0,125
1282F 1 1 1,0 0,5
1331F 1 2 1 0,5
1382F 1 4 16 8 HR
1385F 0,5 2 1 0,5 HG
1425F 0,25 1 1 0,25 HG
1587F 0,125 1 0,5 0,125 HG
1648F 0,125 2 2 0,5 HG
1908F 0,5 2 1 0,125 HG
1916F 1 4 4 4 HR
1947F 0,5 1 1 0,5
1949F 0,5 2 2 0,25 HG
OXA-370 producers
1368F 1 4 2 0,5 HR
1420F 1 4 2 0,5 HR
1592F 0,5 4 2 0,25 HR
1647F 0,25 2 1 0,25 HG
1651F 0,5 2 2 0,5 HG

HG: Isolate which presented heterogeneous subpopulation; HR: Isolate which presented
heteroresistant subpopulation.
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Table 2.: Results of Population analysis profile (PAP) to meropenem.

Highest MPM MIC Aiter 7
Original MPM  concentration PAP days
; subpopulation daily passages e
Strain MIC were growth : f Classification
(ug/mL) occurred in MIC —-MPM in drug- ree
PAP (ug/mL) (ng/mL) medium
"o (ug/mL)

Non-carbapenemase producer

130F 0,5 1 2 2 -
224F 0,25 0,25 0,25 1 -
226F 0,25 2 8 0,25 HG
323F 1 1 4 2 -
368F 0,5 1 4 4 -
703F 0,5 1 0,5 0,5 -
790F 0,25 0,25 0,25 0,125 -
803F 0,5 2 4 2 HG
985F 0,5 1 1 0,5 -
1036F 1 1 2 4 -
1082F 0,5 2 4 2 HG
1150F 0,5 1 0,5 0,25 -
1151F 0,25 2 4 1 HG
1187F 0,5 0,5 8 4 -
1220F 0,5 0,5 1 0,5 -
1282F 0,5 0,5 0,25 1 -
1331F 0,5 1 8 8

1382F 1 4 16 16 HR
1385F 0,5 2 4 4 HG
1425F 0,5 0,5 4 0,5 -
1587F 0,25 0,25 0,5 0,25 -
1648F 0,5 0,5 4 1 -
1908F 0,5 1 4 2 -
1916F 1 1 8 4 -
1947F 0,5 1 2 2 -
1949F 0,5 1 8 2 -

OXA-370 producers

1368F 0,5 1 8 8 -
1420F 0,25 0,25 0,25 0,125 -
1592F 1 1 8 1 -
1647F 0,5 0,5 2 1 -
1651F 0,5 0,5 1 1 -

HG: Isolate which presented heterogeneous subpopulation; HR: Isolate which presented
heteroresistant subpopulation;
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5. CONSIDERACOES FINAIS:

Para orientar a terapéutica antimicrobiana, comités internacionais
estabelecem parametros padronizados definindo pontos de corte das
concentracfes de antibioticos, a fim de classificar os isolados como sensiveis,
resistentes ou intermediarios a um antibiético. No entanto, a resposta
bacteriana aos antibiéticos nem sempre €é homogénea. Quando um
subconjunto de popula¢do microbiana é resistente a um antibiético, enquanto a
populacdo é classificada como sensivel (com base nos pontos de corte em
testes de susceptibilidade in vitro) este é caracterizada como heteroresistente.
O fendbmeno da heteroresisténcia aos agentes antimicrobianos, embora ja
descrita, ainda precisa ser melhor estudada quanto as suas bases genéticas,
0s mecanismos envolvidos e o seu papel na evolugdo para um perfil de
resisténcia homogénea a fim de se estabelecer qual o real impacto clinico
deste fendémeno.

Esse € o primeiro estudo a investigar a presenca de heteroresisténcia
aos carbapenémicos em isolados do complexo Enterobacter cloacae
produtores ou ndo de carbapenemase OXA-370 sendo que foi possivel
observar que:

e A presenca de subpopulacBes heterogéneas/heteroresistentes ao
imipenem (21/31 - 67,7%) sao comuns nos isolados do complexo
Enterobacter cloacae. Porém, o mesmo jA ndo ocorre para 0
meropenem (6/31 — 19,4%).

e Todos os isolados produtores de OXA-370 apresentaram
subpopulagdes heterogéneas/heteroresistentes ao imipenem (3/5
- 60% heteroresistentes e 2/5 - 40% heterogéneas).

e Nenhum isolado apresentou crescimento na Analise de Perfil
Populacional (PAP) acima de 4pg/mL.

e Os CIMs para os carbapenémicos obtidos apds o PAP foram mais
baixos que o0s demonstrados em outros estudos em
subpopulagdes de isolados produtores de carbapenemases como
KPC e NDM.

55



e Isolados que apresentaram CIMs préximos ao ponto de corte para
imipenem (1upg/mL) apresentaram uma maior ocorréncia de
populacdes heteroresistentes (5/10 — 50%).

e A heteroresisténcia aos carbapenémicos ndo se mostrou estavel
apos sete dias de sub-cultivo em meio livre de antibiético. Apenas
duas populacdbes homogéneas e duas heteroresistentes
mantiveram a CIM apds sete dias de sub-cultivo em meio livre de
antibiotico (4/27 — 14,8%).

e Houve a ocorréncia, embora menor, de subpopulacbes
heteroresistentes a ambos os carbapenémicos nos isolados néo
produtores de carbapenemases (3/26 — 11,5%).

e Em relacio ao meropenem foi notério a presenca de
subpopulagdes heterogéneas, que embora nao tivessem crescido
no PAP em concentracbes maiores de 2ug/mL, obtiveram MIC
24ug/mL (16/31 — 51,6%).

Os resultados observados neste estudo nos permitem sugerir que a
presenca do blapxas7o pode estar associada a uma maior ocorréncia de
subpopula¢des heteroresistentes ao imipenem. Por outro lado, a ocorréncia de
subpopula¢cdes heteroresistentes em isolados ndo produtores de OXA-370
demonstra que outros mecanismos podem também estar associados a
ocorréncia de subpopulacdes heteroresistentes aos carbapenémicos. Assim,
estudos moleculares se fazem necessarios para confirmagdo dos achados e
melhor esclarecimento quanto aos outros mecanismos envolvidos.

Os resultados encontrados sdo de grande valia no estudo da
heteroresisténcia e sua caracterizagdo. Muito ainda ha para ser avaliado

buscando a melhor compreenséo deste fendmeno e seu real impacto clinico.
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