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Resistenze emergenti ai carbapenemi in ceppi di Enterobacteriaceae nel periodo 2008-2012:
test fenotipici e genotipici

SUMMARY

Introduction: In the management of nosocomial infections, the emergence of carbapenem-resistance in
Enterobacteriaceae strains is a matter of increasing concern. The aim of this study was to detect and actively
survey the presence of these strains by using phenotypic and genotypic assays.

Methods: The screening of the strains with reduced carbapenem susceptibility was carried out using the
automated Vitek®2 System (bioMérieux). Subsequently, we performed both different confirmation phoenotypic
assays (Modified Hodge Test, Kirby-Bauer test, Etest® MBL MP/MPI, Etest® AmpC, Mueller-Hinton/cloxacillin
test) and molecular identification tests ( PCR assays).

Results: All the screened carbapenemase-producing strains (on the bases of the phenotypic tests results) were
confirmed to harbour [-lactamase genes (by PCR analysis): 460 strains were positive for the presence of the

blakKPC and 6 for the presence of the blaVIM gene.
Conclusions: KPC-positive Klebsiella pneumoniae strains caused in our hospital,in the period 2008-2012, an

outbreak of infection that was subsequently restricted with effective containment measures.
It is mandatory that all carbapenemase-producing species will be closely monitored in hospital setting, to contain

the possible rapid spread of strains showing more expansion properties and virulence.

INTRODUZIONE

Poiché i carbapenemi rappresentano la scelta tera-
peutica di riferimento nel caso di infezioni invasi-
ve da enterobatteri multi-antibiotico-resistenti,
I’emergere di ceppi di Enterobacteriaceae produt-
tori di carbapenemasi costituisce un problema cli-
nico rilevante nella gestione delle infezioni noso-
comiali (1, 2, 4). Inizialmente appannaggio delle
Unita di Terapia Intensiva, la diffusione di ceppi
resistenti ai carbapenemi si ¢ successivamente
estesa a tutti gli ambiti ospedalieri, fino a coinvol-
gere pazienti non ospedalizzati, con infezioni
“acquisite in comunita”(2). Il principale meccani-
smo di carbapenemico-resistenza ¢ rappresentato
dall’acquisizione/espressione di nuove [3-lattama-
si, dotate di attivita idrolitica nei confronti dei car-
bapenemi. Gli enzimi attualmente piu diffusi sono
costituiti dalle carbapenemasi di Classe A (quali la
KPC “Klebsiella-pneumoniae-carbapenemase”),

le carbapenemasi di Classe B o Metallo-p-
Lattamasi (di tipo VIM e NDM) e le oxacillinasi
di Classe D (OXA-48-like) (1, 3).

La specie batterica che piu frequentemente espri-
me questi meccanismi ¢ K. pneumoniae, seguita
da Escherichia coli, Enterobacter cloacae e da
altre specie (3).

Lo scopo di questo studio ¢ stato identificare e
monitorare la presenza, nel nostro ospedale, di
ceppi produttori di carbapenemasi cio tramite 1’u-
tilizzo di test fenotipici e genotipici (3, 4, 5, 6).

METODI

Lo studio ¢ stato condotto presso I’U.O.C. di
Microbiologia e Virologia di Padova nel periodo
Gennaio 2008 - Luglio 2012.

Il monitoraggio ¢ stato eseguito sia sui campioni
provenienti dai reparti ospedalieri che da quelli
ambulatoriali di nostra afferenza.
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Lo screening degli enterobatteri potenziali produt-

tori di carbapenemasi ¢ stato eseguito mediante

I’utilizzo del sistema automatizzato Vitek®2

(bioMérieux). Sono stati selezionati gli isolati che

presentavano diminuita sensibilita ad ertapenem,

imipenem e meropenem (MIC=1 mg/L).

Su tali ceppi sono stati eseguiti i seguenti test

fenotipici di conferma:

1) Test di Hodge modificato, basato sulla riduzio-
ne dell’attivita del carbapenemico saggiato nei
confronti di un ceppo indicatore sensibile
(ceppo di riferimento E. coli ATCC25922, con-
trollo positivo K. pneumoniae ATCCBAA-
1705, controllo negativo K. pneumoniae
ATCCBAA-1706),

2) Antibiogramma secondo il metodo in disco-dif-
fusione (Test di Kirby-Bauer),

3) Etest® MBL (MP/MPI) per la rivelazione di
Metallo-3-Lattamasi,

4) Etest® AmpC e test su terreno Mueller-Hinton
addizionato con cloxacillina per I’individuazio-
ne degli isolati produttori di B-lattamasi di tipo
AmpC.

Inoltre sono stati eseguiti test genotipici di confer-

ma con PCR per I’identificazione di carbapene-

masi di tipo KPC, Metallo--Lattamasi (VIM e

NDM), OXA-48-like e di B-lattamasi di tipo

AmpC

RISULTATI

I ceppi positivi allo screening mediante Vitek®2
risultavano essere (Tabella 1):

K. pneumoniae: 7 ceppi nell’anno 2008, 33 ceppi
nel 2009, 114 ceppi nel 2010, 174 ceppi nel 2011
e 130 ceppi nel 2012 (fino a Luglio compreso);
Enterobacter cloacae: 2 ceppi nell’anno 2011 ed
1 ceppo nel 2012 (fino a Luglio compreso);
Escherichia coli: 1 ceppo nell’anno 2010 ed 1
ceppo nel 2012 (fino a Luglio compreso);
Enterobacter aerogenes: 2 ceppi nell’anno 2012
(fino a Luglio compreso).

Gli isolati risultati positivi ai test fenotipici di
conferma e successivamente identificati albergare
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geni di resistenza per i carbapenemi mediante
PCR risultavano essere:

KPC-produttori: 460 ceppi (di cui 458 ceppi di K.
pneumoniae e 2 ceppi di E. coli);
VIM-produttori: 6 ceppi (di cui 3 ceppi di K.
pneumoniae e 3 ceppi di E. cloacae).

E da segnalare inoltre che 3 ceppi di K. pneumo-
niae albergavano sia geni per la produzione di car-
bapenemasi di tipo KPC che di tipo VIM. Non
sono risultati presenti isolati positivi per determi-
nanti di tipo NDM né di tipo OXA-48-like.

I ceppi di E. aerogenes non sono risultati carba-
penemasi-produttori; la diminuita sensibilita ai
carbapenemi ¢ stata attribuita alla produzione di
B-lattamasi di tipo AmpC ed alla concomitante
alterazione delle porine.

CONCLUSIONI

Isolati clinici di K. pneumoniae KPC-positivi
sono risultati responsabili di un outbreak ospeda-
liero che ¢ stato successivamente limitato con
misure di contenimento efficaci. Le altre specie di
Enterobacteriaceae risultate positive per la pre-
senza di determinanti di tipo KPC e VIM hanno
prodotto un numero di infezioni contenute.
Risulta tuttavia importante attuare una attenta sor-
veglianza che comprenda tutte le specie carbape-
nemico-resistenti, al fine di contenere 1’eventuale
rapida diffusione di ceppi con spiccate caratteristi-
che di diffusione e virulenza.

Esperienze in varie Aziende Ospedaliere hanno
dimostrato come eradicare o contenere fortemente
la diffusione delle infezioni sia possibile solo attra-
verso interventi di controllo aggressivi e mirati ad
individuare tempestivamente le infezioni clinica-
mente manifeste ed 1 pazienti colonizzati.

Cio permette di applicare in modo tempestivo le
idonee misure di contenimento della diffusione
(isolamento dei pazienti, igiene delle mani da parte
degli operatori sanitari, dei pazienti e dei visitatori,
pulizia e decontaminazione ambientale ecc...).
Con I’obiettivo di poter efficientemente contenere
I’emergenza di focolai ospedalieri, sono state

Tabella 1. Numero delle differenti specie di enterobatteri con MIC =1 mg/L per ertapenem, imipenem e meropenem
mediante sistema automatizzato Vitek®2 (bioMérieux) nel periodo 2008-2012.

ANNO SPECIE
KLPN ENCL ESCO ENAE

2008 7 0 0 0
2009 33 0 0 0
2010 114 0 I 0
2011 174 2 0 0
201 2% 130 I I 2
TOTALE 458 3 2 2

Legenda. KLPN: Klebsiella pneumoniae; ENCL.: Enterobacter cloacae; ESCO: Escherichia coli, ENAE: Enterobacter

aerogenes.
*fino a Luglio 2012 compreso.
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recentemente messe a punto numerose linee guida

Nazionali ed Internazionali. 3.

Il Laboratorio di Microbiologia deve percio
acquisire dimestichezza nel riconoscimento di tali
ceppi mediante 1’uso appropriato e combinato di

multipli test fenotipici e, ove possibile e necessa- 4

rio, completare la caratterizzazione con ricerche
genotipiche.
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